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URR upstream regulatory region
v/v Volumenprozent

w/v Gewichtprozent

WT Wildtyp

Weiterhin wurden allgemein gebrauchliche Abkiirzungen, SI-Einheiten und Prafixe verwendet.
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1 ZUSAMMENFASSUNG

Humane Papillomviren (HPV) gehdéren zu den am haufigsten sexuell {bertragbaren
Krankheitserregern weltweit. Sie infizieren Keratinozyten der Haut oder Schleimhaut und die
sogenannten High Risk HPV Typen sind mit der Entstehung von Oropharynx- und anogenitalen
Karzinomen, insbesondere der Zervix, assoziiert. Der virale Lebenszyklus kann in drei Phasen
eingeteilt werden. Unmittelbar nach der Infektion kommt es zu einer Genomamplifikation, wodurch
die Anzahl der viralen Genome pro Zelle auf 50-100 extrachromosomale Kopien ansteigt. Diese
Kopienzahl wird anschlieRend wahrend der Teilung der Wirtszellen konstant gehalten. Erst nach der
Differenzierung erfolgt eine zweite Amplifikationsrunde und neue infektiése Partikel werden
produziert. Die Virusreplikation ist abhangig von den beiden viralen Replikationsproteinen E1 und E2.
Darliber hinaus ist E2 an der viralen Transkription sowie der Segregation der viralen Genome
wahrend der Zellteilung beteiligt. Flr einige HPV Typen konnte gezeigt werden, dass die E2 Proteine
in der zentralen Hinge-Region phosphoryliert werden, wodurch die Funktion des Proteins beeinflusst
wird. Neben dem vollstdandigen E2 Protein kodieren humane Papillomviren eine alternative Version
von E2, welche als Repressor der viralen Transkription und Replikation fungiert. Das E8”E2 Protein
entsteht durch SpleiRen, wobei die N-terminale Domane des E2 Proteins durch eine kurze ES8-
Domaéne ersetzt wird.

Da diese Repressorproteine die Hinge-Region mit dem E2 Protein teilen, kdnnten sie auch durch
Phosphorylierungen  modifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte
massenspektrometrische Analysen zeigen, dass sowohl das E2 Protein als auch das E8"E2 Protein des
High Risk HPV31 phosphoryliert wird. Phos-Tag Analysen der Proteine bestatigten, dass das Serin 78
die Hauptphosphorylierungsstelle des HPV31 E8”E2 Proteins darstellt, wohingegen das
entsprechende Serin bei E2 (5266) nur in einer geringen Fraktion des Proteins phosphoryliert
vorliegt. Die Phosphorylierung des HPV31 E8"E2 S78 beeinflusst die Repressionsaktivitdt des
Proteins, wohingegen die Phosphorylierung von E2 keine Auswirkung auf dessen Funktion hat. Durch
die Phosphorylierung von E87E2 an S78 wird weder die Proteinstabilitdt, Lokalisierung, DNA-
Bindeaktivitdt oder die Interaktion mit dem zelluliren NCoR/SMRT-Korepressorkomplex reguliert.
Quantitative massenspektrometrische Analysen lassen vermuten, dass die Interaktion von E8"E2 mit
anderen zelluldren Proteinen durch die S78 Phosphorylierung beeinflusst wird. Uberraschenderweise
zeigen Mutationen der phosphorylierten Serine im Kontext des gesamten viralen Genoms keine
Unterschiede in der viralen Genomkopienzahl oder Transkription in undifferenzierten oder
differenzierten Keratinozyten. Allerdings deuten globale Transkriptomanalysen von differenzierten

HPV31 E8"E2 S78A und S78E Zelllinien darauf hin, dass durch die Phosphorylierung die Expression
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einiger weniger zelluldrer Gene, wie LYPD2 reguliert wird. Zusammengefasst zeigen die Daten, dass
die Hauptfunktion der Phosphorylierung von S78 des HPV31 E87E2 Proteins darin besteht, die
Expression einiger weniger zellularen Gene zu modulieren.

Die Replikationsaktivitat der viralen E1 und E2 Proteine lasst sich mittels Luziferase-Reporteranalysen
in Karzinomzelllinien wie z.B. Hela untersuchen. Dabei fuhrt die Kotransfektion von
Expressionsplasmiden fir E1 und E2 und einem Reporterplasmid, welches den viralen
Replikationsursprung enthélt, zu einer Amplifikation des Reporterplasmids und in Folge dessen zur
Zunahme der Luziferase-Aktivitit. Uberraschenderweise kann in humanen Keratinozyten, welche
durch HPV31 E6 und E7 Proteinen immortalisiert wurden (31E6/E7-NHK), keine E1/E2-abhingige
Zunahme der Aktivitdt des Reporterplasmids beobachtet werden. Die Ursache dafiir wurde im
zweiten Teil dieser Arbeit untersucht. Dabei zeigten die durchgefiihrten Analysen, dass in 31E6/E7-
NHK Zellen das virale E1 Protein nur in geringen Mengen exprimiert wird. Die insuffiziente E1
Expression scheint dabei zur Limitierung der Replikation des HPV-Reporterplasmids beizutragen,
jedoch nicht ausschlielRlich dafiir verantwortlich zu sein. Im Einklang mit publizierten Daten fiihrt die
Expression von E1 zur Induktion einer DNA-Schadensantwort in 31E6/E7-NHK. Allerdings kann auch
nach Inhibition der DNA-Schadensantwort keine Replikation des Reporters beobachtet werden.
Vielmehr scheint eine E1/E2-abhdngige Replikation in 31E6/E7-NHK von weiteren frithen viralen

Proteinen abhéngig zu sein.
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2 EINLEITUNG

2.1 Charakterisierung und Klassifizierung humaner Papillomviren

Humane Papillomviren (HPV) sind kleine DNA-Viren, die zusammen mit den animalen Papillomviren
die Familie der Papillomaviridae bilden. Insgesamt umfasst diese Familie lGber 300 verschiedene
Typen, von denen ca. 220 den humanen Papillomviren zugeordnet werden
(https://pave.niaid.nih.gov/ Datenbank, Stand November 2017). Papillomviren sind unbehullt und
besitzen ein im Durchmesser ungefahr 55 nm groRes ikosaedrisches Kapsid. Das ca. 8000 Basenpaare

grofRe Genom liegt als doppelstrangiges, kovalent geschlossenes DNA-Molekiil vor.

HPV weisen einen strikten Gewebetropismus auf. Sie infizieren ausschlieRRlich undifferenzierte
Keratinozyten in Haut und Schleimhaut und gehoren zu den am haufigsten sexuell ibertragbaren
Viren weltweit (Fields et al., 2013). Ein GroRteil der HPV-Infektionen verlauft dabei asymptomatisch
und das Virus wird innerhalb der ersten 24 Monate vom Immunsystem erkannt und eliminiert
(Moscicki et al., 2006). In ca. 10 % der Infektionen werden die Viren jedoch nicht eliminiert, was eine

dauerhafte HPV-Persistenz zur Folge hat (Stanley, 2008).

Basierend auf ihrer DNA-Sequenz lassen sich HPV in fiinf Genera einteilen (Alpha, Beta, Gamma, Mu
und Nu), wobei die Gruppe der Alpha-Papillomviren die groRte Gruppe darstellt. Sie enthalt sowohl
Viren mit kutanem als auch mit genitalem bzw. mukosalem Tropismus, wohingegen die Ubrigen
Genera nur kutane Papillomviren enthalten. Die persistente HPV-Infektion von einigen wenigen
Alpha-HPV-Typen ist mit der Entstehung von Oropharynx- und anogenitalen Karzinomen,
insbesondere der Zervix assoziiert (Doorbar, 2006). Gebarmutterhalskrebs ist die vierthaufigste
Krebsart bei Frauen weltweit. Jedes Jahr werden tber 500.000 Neuerkrankungen gemeldet und ca.
260.000 Frauen sterben jahrlich an der Erkrankung (http://www.hpvcentre.net/index.php, Stand
November 2017). DNA von humanen Papillomviren kann dabei in 99,7 % aller Zervixkarzinome
nachgewiesen werden, wobei es sich am haufigsten um DNA vom HPV Typ 16 handelt (50 % der
Falle), gefolgt von HPV18, 45 und 31 (Walboomers et al., 1999). Im Gegensatz dazu sind andere
Alpha-HPV-Typen (z.B. HPV6 und 11) vor allem mit der Entstehung von benignen Genitallasionen
(Feigwarzen) sowie niedriggradigen intraepithelialen Neoplasien assoziiert. Ausgehend von ihrem
karzinogenen Potential werden Alpha-Papillomviren daher weiter in High Risk (HR-HPV) und Low Risk
(LR-HPV) unterteilt. Die dreizehn HR-HPV-Typen (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und
66) wurden im Jahre 2005 von der Weltgesundheitsorganisation als Typ 1 Karzinogene fiir den

Menschen klassifiziert (Cogliano et al., 2005).
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Seit dem Jahr 2006 sind verschiedene prophylaktische HPV Impfungen verfligbar, die vor der
Infektion mit bestimmten HPV-Typen schitzen. Die Impfstoffe bestehen aus rekombinant
hergestellten L1 Proteinen der Viruskapside, welche sich zu virusdhnlichen Partikeln
zusammenlagern. Derzeit sind zwei verschiedene Impfstoffe erhdltlich: Der bivalente Impfstoff
Cervarix® (GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG), welcher vor Infektionen mit den HR-HPV-Typen 16 und
18 schiitzt und der 2015 zugelassene nonavalente Impfstoff Gardasil® 9 (Merck & Co.), welcher vor
Infektionen mit den HPV-Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 und 58 schiitzt. Gardasil® 9 schiitzt damit
vor den sieben HR-HPV-Typen, die zusammen fiir ca. 90 % aller Fille von Gebarmutterhalskrebs
verantwortlich sind und zusatzlich vor den LR-HPV-Typen 6 und 11, welche fiir ca. 90 % aller
Feigwarzen verantwortlich sind. Der nonavalente Impfstoff |6ste 2017 den quadrivalenten Impfstoff
Gardasil® (Merck & Co.) ab, welcher gegen die vier HPV-Typen 6, 11, 16 und 18 gerichtet war. Die
Standige Impfkommision (STIKO) empfiehlt die Impfung bei allen Madchen unter 18 Jahre, bzw. vor
dem ersten sexuellen Kontakt, durchzufiihren. Da die aktuell vorhandenen Impfungen nicht vor einer
Infektion mit allen potenziellen HPV-Typen schiitzen, koénnen sie jedoch die bisherigen

Friherkennungsuntersuchungen nicht ersetzen.

Auler einigen Alpha-Papillomviren stehen auch Beta-Papillomviren im Verdacht mit der Entstehung
von Tumoren assoziiert zu sein. Beta-Papillomviren wurden zuerst in Flachwarzen und kutanen
Plattenepithelkarzinomen von Patienten mit Epidermodysplasia verruciformis (EV) identifiziert (Lentz
et al.; Howley & Pfister, 2015). Bei Epidermodysplasia verruciformis handelt es sich um eine erbliche
Hauterkrankung die sich Gber eine abnorme Anfélligkeit fir Beta-Papillomviren duert (Haedicke &
Iftner, 2013). In 30 bis 60 % der EV-Patienten treten Plattenepithelkarzinome auf, welche sich nach
10 bis 30 Jahren aus gutartigen Hautldsionen, vor Allem an sonnenexponierten Stellen entwickeln. In
diese Plattenepithelkarzinomen kénnen mehrere Genomkopien von Beta-Papillomviren,
insbesondere der Typen 5 und 8 nachgewiesen werden, wohingegen in Plattenepithelkarzinomen
welche nicht mit EV assoziiert sind nur weniger als eine Genomkopien pro Zelle gefunden werden.
Zusatzlich weisen Transkriptomdaten darauf hin, dass die Beta-HPV-Genome in den Karzinomen nicht
aktiv sind. In aktinischen Keratosen, der Vorstufe des Plattenepithelkarzinoms, ist die virale
Genomkopienzahl mit 50 pro Zelle jedoch deutlich héher, weshalb angenommen wird, dass Beta-
Papillomviren nicht bei der Aufrechterhaltung sondern bei der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen von Bedeutung sind. Seit dem Jahre 2009 werden die Beta-Papillomviren

HPV5 und 8 daher als potentiell karzinogen eingestuft (Howley & Pfister, 2015).
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2.2 Genomorganisation

Alle Papillomviren enthalten ein zirkuldres, doppelstrangiges DNA-Molekil welches ca. 8000
Basenpaare (bp) groB ist. Das virale Genom lasst sich in drei Bereiche einteilen: einen ca. 1000 bp
langen nicht kodierenden Bereich (non-coding region, NCR) auch upstream requlatory region (URR),

sowie kodierende Bereiche fir friihe (early, E) und spate (late, L) Proteine (Abbildung 1).

URR

= [
[E7] [E2 ] [t ]
Enhancer Ori _ _
‘._"1’ T T T T T T T U
0 I_i 2 3 4 T 5 6 7 T kb

P97 P742 poly(A) early poly(A) late

Abbildung 1: Struktur des linerarisierten HPV31 Genoms. Dargestellt sind die offenen Leserahmen
der frithen Region (E1-E8) und der spaten Region (L1 und L2), die regulatorische Region (URR) welche
den Replikationursprung (Ori) und eine Enhancer-Region enthalt sowie die Promotoren P97 und
P742 und die Polyadenylierungssignale (Hong & Laimins, 2013).

Der nicht kodierende Bereich beinhaltet den viralen Replikationsursprung sowie Bindestellen fiir die
Replikationsproteine E1 und E2. Des Weiteren befinden sich in diesem Bereich Enhancer-Regionen

mit Bindestellen fiir zelluldre Transkriptionsfaktoren (z.B. SP1).

Der virale Replikationsursprung befindet am 3‘-Ende der URR und setzt sich aus mehreren E2-
Bindestellen (E2BS) sowie einer A/T-reichen palindromischen Region zusammen. Die palindromische
Sequenz enthélt mehrere E1-Bindestellen (E1BS) mit der Konsensussequenz 5-AT(A/G/T)G(C/T)(C/T)-
3‘. Die E1BS sind als invertierte Wiederholungen angeordnet und erlauben so die doppelte

Dimerisierung des E1 Proteins am Replikationsursprung (Bergvall et al., 2013).

Die friihe Region enthalt offene Leserahmen (open reading frame, ORF) fir die viralen Proteine E1,
E2, E4, E5, E6, E7 und E8. Diese Proteine sind wichtig fiir die virale Replikation, Transkription und die
Deregulation des Zellzyklus der infizierten Zelle. Die spadte Region enthilt offene Leserahmen fir L1
und L2, die beiden Strukturproteine welche das Kapsid bilden. Die unterschiedlichen Regionen
werden getrennt durch frilhe und spate Polyadenylierungssignale (PAE bzw. PAL), welche sich am

Anfang und am Ende der spaten Region befinden.
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Die Transkription der polycistronischen mRNA von HR-HPV wird durch zwei Hauptpromotoren
reguliert, welche abhangig vom Differenzierungsstatus der Keratinozyten aktiv sind. Der friher
Promotor PE (P97 bei HPV16 und 31, P105 bei HPV18) befindet sich in der URR und ist in frihen
viralen Lebensphasen aktiv. Die Expression der Replikationsproteine E1 und E2 sowie die Expression
der Onkoproteine E6 und E7 wird vom friihen Promotor kontrolliert. Der spater Promotor PL (P670
bei HPV16, P742 bei HPV31) befindet sich im Leserahmen von E7 und wird erst in differenzierten
Keratinozyten aktiviert, wodurch die Expression von den Proteinen E17E4, E5, L1 und L2 initiiert wird
(Hong & Laimins, 2013). Fir HPV16 wurde zuséatzlich ein Promotor im El-Leserahmen identifiziert,

welcher die Expression von E8”E2 kontrolliert (Straub et al., 2015).

2.3 Lebenszyklus und Replikation humaner Papillomviren

Papillomviren infizieren mehrschichtige Plattenepithelien von Haut und Schleimhaut (Abbildung 2).
Der Lebenszyklus der Papillomviren ist dabei eng an die Differenzierung dieser Epithelien gekoppelt
(Fields et al., 2013). Bedingt durch Mikrowunden gelangen die Viren in die untere Basalschicht des
Epithels und infizieren dort die Basalzellen (Doorbar et al., 2012). Nach der priméaren Infektion
werden die frihen viralen Gene exprimiert und es kommt zu einer initialen Genamplifikation,
wodurch eine Etablierung der viralen Genome mit 50-100 episomalen Kopien pro Zelle erreicht wird
(Stubenrauch & Laimins, 1999). AnschlieBRend gehen die Viren in einen persistenten Zustand Uber,
der dadurch gekennzeichnet ist, dass die virale Genomkopienzahl konstant gehalten wird. Wenn sich
die infizierte Zelle von der Basalmembran abldst und in die oberen Schichten des Epithels wandert
startet die terminale Differenzierung der Zelle. Mit der zunehmenden Differenzierung der Zelle
beginnt auch die produktive Phase des viralen Lebenszyklus. Es kommt zu einer verstarkten
Expression der frihen regulatorischen Gene und somit zu einer starken Replikation des viralen
Genoms. Die Kapsidproteine L1 und L2 werden exprimiert und neue infektitse Viruspartikel werden

gebildet und in den oberen Epithelschichten frei gesetzt (Doorbar et al., 2012).
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Abbildung 2: Der Lebenszyklus der Papillomviren. Dargestellt ist ein Querschnitt des Epithels der
Haut mit den Schlisselereignissen des viralen Lebenszyklus und die virale Genexpression. In den
basalen Zellen und unteren Epithelschichten liegt das Virusgenom als Episom in niedrigen
Kopienzahlen vor und es werden nur die frihen Gene E6 und E7 (rot) sowie E1, E2, E4 und E5 (grin)
exprimiert. Mit zunehmender Differenzierung beginnt die produktive Phase des Virus mit verstarkter
Genomamplifikation und Expression der spaten Gene L1 und L2 (gelb). Die Freisetzung der
infektiosen Partikel erfolgt in den obersten Schichten. Infizierte Zellen sind durch rote Zellkerne
dargestellt. Griin dargestellte Zellen reprasentieren E4 positive Zellen, ein Marker fiir die produktive
Lebensphase des Virus. Modifiziert nach (Doorbar, 2006).

2.4 Die Onkoproteine E6 und E7

Papillomviren besitzen auler der E1-Helikase keine eigenen Enzyme fiir die DNA-Replikation und sind
daher auf das Replikationssystem der Wirtszelle angewiesen. Die produktive Phase des viralen
Lebenszyklus findet jedoch nur in differenzierenden Keratinozyten statt, welche sich natirlicherweise
wahrend des Differenzierungsprozesses aus dem Zellzyklus zuriickziehen. Die Papillomviren missen
daher die Wirtszellen dahingehend manipulieren, dass trotz Differenzierung weiterhin ein aktiver
Zellzyklus aufrecht erhalten bleibt. Gleichzeitig muss sichergestellt werden, dass durch die
unkontrollierte Zellteilung keine Apoptose der Wirtszelle vermittelt wird. Diese Manipulation wird
Uber die beiden viralen Onkoproteine E6 und E7 erreicht (Bodily & Laimins, 2011). Die Expression
dieser Proteine und die damit verbundene unkontrollierte Zellteilung sind daher ausschlaggebend fir

die Entartung der infizierten Zellen und die Entstehung von Karzinomen.
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Hauptverantwortlich flir die Aufrechterhaltung des Zellzyklus in differenzierenden Keratinozyten ist
die Aktivitat des viralen Onkoproteins E7. Dieses bindet an die zelluldren Proteine der Retinoblastom-
Familie (pRB; auch p105, p107 und p130) und inhibieren deren Funktion (Bodily & Laimins, 2011). Die
Tumorsupressorproteine sind normalerweise mit E2F-Transkriptionsfaktoren assoziiert, wodurch
diese inaktiviert werden. Wahrend der G1-Phase des Zellzyklus werden die RB Proteine durch Cyclin-
abhidngige Kinasen (CDKs) phosphoryliert, dadurch die E2F-Transkriptonsfaktoren frei gesetzt und
daraufhin eine Vielzahl an Genen aktiviert, welche fiir den Ubergang der Zelle in die S-Phase benétigt
werden (Alberts et al., 2014) . Binden virale E7 Proteine an die zellularen RB Proteine werden E2F-
Transkriptionsfaktoren Zellzyklus-unabhiangig freigesetzt, wodurch der unkontrollierte Ubergang in
die S-Phase ermdoglicht wird. Die E7 Proteine von HR-HPV Typen binden mit einer deutlich starkeren
Affinitdt an RB Proteine als die E7 Proteine von LR-HPV Typen. Weiterhin bindet E7 auch an die CDK
Inhibitoren p21 und p27 welche normalerweise den Cyclin-Cdk2-Komplex inhibieren und somit den

G1/S-Phasen Ubergang verhindern (Helt et al., 2002; Moody & Laimins, 2010).

Einer der wichtigsten und am besten untersuchten Interaktionspartner des E6 Proteins ist das
zelluldare Tumorsuppressorprotein p53. Das p53 Protein liegt normalerweise nur in geringer Menge
und im inaktiven Zustand in der Zelle vor. Beim Auftreten einer DNA-Schadigung wird p53 jedoch
durch post-translationale Modifikationen stabilisiert und vermittelt einen Zellzyklusarrest in der G1-
oder der G2-Phase, welcher die Reparatur der DNA-Schaden ermdglicht. Der Zellzyklusarrest wird
Uber die Transaktivierung von p21 vermittelt, einem Inhibitor von Cyclin-abhangigen Kinasen (Alberts
et al., 2014). Ist eine Reparatur des DNA-Schadens nicht moglich vermittelt p53 die Initiation der
Apoptose. Das virale Onkoprotein E6 bindet zusammen mit der zelluldaren E3-Ubiquitinligase E6AP
(E6 associated protein) an p53 und vermittelt dessen Ubiquitinierung und dadurch dessen
proteasomalen Abbau (Scheffner et al., 1993). Auf diese Weise vermittelt E6 die Umgehung der
Zellzyklus-Kontrollpunkte sowie der durch p53-induzierte Apoptose. Sowohl HR-HPV E6 Proteine als
auch LR-HPV E6 Proteine kdonnen mit p53 interagieren, allerdings interagieren die Proteine mit
unterschiedlichen Domanen des p53 Proteins. Nur die HR-HPV E6 Proteine sind dazu in der Lage an
die Kernregion von p53 zu binden, was zu einer Degradierung von p53 fiihrt (Howie et al., 2009).
Zusatzlich zur Degradierung von p53, welche nur durch HR-HPV E6 induziert werden kann, kénnen
weitere Mechanismen eine transkriptionelle Aktivitat von p53 verhindern. So kann die Interaktion
von E6 mit p53 dessen Bindung an die DNA verhindern, die Intrazelluldre Lokalisation von p53
verandern oder die post-translationale Modifikation von p53 beeinflussen. Dariiber hinaus kénnen
E6 Proteine auch p53-unabhdngige Apoptose-Signalwege inhibieren und die Aktivierung des Enzyms
hTERT (human telomerase reverse transcriptase) induzieren. Dies ist die katalytische Untereinheit der
Telomerase, welche die Verkirzung der Telomere im Laufe der Zellteilungen und somit die Seneszenz

der Zellen verhindert (Howie et al., 2009).
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2.5 Das E1 Protein - Die virale Helikase

Das E1 Protein ist das am starksten konservierte Protein und das einzige Enzym das von
Papillomviren kodiert wird. E1 fungiert als virale Helikase, welche fiir die Replikation wahrend des
gesamten viralen Lebenszyklus benotigt wird. Das Protein ist, abhangig vom Virustyp, 600 bis 650
Aminosauren groR und lasst sich in drei funktionelle Domidnen einteilen: eine N-terminale
regulatorische Region, eine zentrale DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméane (DBD) und die C-

terminale enzymatische Oligomerisierungsdomane mit ATPase Aktivitat (Bergvall et al., 2013).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der E1 Domanen des bovinen Papillomvirus Typ 1. Das E1
Protein besteht aus drei Domaianen: die N-terminale regulatorische Region, welche das
Kernlokalisationssignal (NLS) enthalt, die zentrale Bindungs- und Dimerisierungsdomane (DBD) und
die C-terminale Oligomerisierungsdomane (O) und ATPase Doméne. Modifiziert nach (Bergvall et al.,
2013).

Die N-terminale regulatorische Region besteht aus ungefidhr 200 Aminosduren und enthalt ein
Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal, NLS). Fir die HPV Typen 11 und 31 wurde in
dieser Region zusatzlich ein Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) lokalisiert (Deng et al.,
2004; Fradet-Turcotte et al., 2010). Durch die Phosphorylierung des NLS und des NES tber Cdk2
(cyclin-dependent kinase 2) kann die Lokalisation des E1 Proteins reguliert und an den Zellzyklus

angepasst werden (Deng et al., 2004; Fradet-Turcotte et al., 2010).

E1 bindet mittels der DBD an E1-Bindestellen (E1BS) im viralen Replikationsursprung, jedoch nur mit
geringer Affinitat. Flir die spezifische DNA-Bindung ist E1 daher auf die Interaktion mit dem E2
Protein angewiesen. E2 bindet simultan sowohl an E1 als auch an E2-Bindestellen (E2BS), welche
ebenfalls im viralen Replikationsursprung vorhanden sind und bringt das E1 Protein somit in
raumliche Ndhe der E1BS (McBride, 2013). Nachdem E1 an die DNA gebunden hat bildet sich ein E1-
Dimer aus, wodurch dessen Affinitat fur die spezifischen DNA-Sequenzen um das ca. 10-fache erhéht
wird (Titolo et al., 2003). Dabei ist es moglich, dass zwei E1 Proteine gleichzeitig an den viralen
Replikationsursprung, auf  unterschiedlichen Seiten der DNA binden. Uber die

Oligomerisierungsdomane werden die E1-Dimere anschliefend in doppelte E1-Trimere und letztlich



EINLEITUNG

in doppelte Hexamere umgewandelt, wobei jedes Hexamer einen separaten DNA-Strang umschlieft.
Die doppelten Hexamere besitzen Helikase-Aktivitditen und entwinden die DNA ATP-abhingig
(Bergvall et al., 2013). Des Weiteren konne E1 Proteine zellulare Replikationsfaktoren rekrutieren,
welche fir das Fortschreiten der viralen Replikation bendtigt werden. Dazu zéhlen unter anderem die
Polymerase-a/Primase, welche fiir die Synthese von RNA-DNA-Primern bei der Replikation zustandig
ist, die DNA Topoisomerase |, welche wahrend der Replikation die entstehende superhelikale DNA
entspannt und das Replikationsprotein A, welches wahrend der Replikation einzelstrangige DNA

bindet und dadurch stabilisiert (Bergvall et al., 2013).

2.6 Das regulatorische E2 Protein

Das E2 Protein verflgt tber eine N-terminale Transaktivierungsdoméne (bestehend aus ungefahr 200
Aminosauren) sowie eine C-terminale DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane (ca. 100
Aminosduren groRR). Uber die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane kann das E2 Protein an E2-
Bindestellen (E2BS), bestehend aus der spezifischen Sequenz 5-ACCN¢GGT-3’, binden. Diese liegen in
mehreren Kopien vor allem in der URR des viralen Genoms vor. Beide Regionen sind Uber eine
flexible Hinge-Region verbunden, welche in Lange und Sequenz stark zwischen verschiedenen PV

Typen variiert und mit dem offenen Leserahmen des E4 Proteins liberlappt (McBride, 2013).

E2 vermittelt die Initiation der Vviralen Replikation ({ber die Interaktion der E2-
Transaktivierungsdomédne mit dem E1 Protein. Die Initiation erfolgt dabei durch die gleichzeitige
Bindung der Transaktivierungsdomanen eines E2-Dimers an zwei E1-Monomere und die Bindung der
DBD an E2BS im viralen Replikationsursprung wodurch E1 an den Replikationsursprung rekrutiert
wird. Nach der Bindung des E1/E2-Dimers wird E2 wieder vom Replikationsursprung entfernt und E1
wird zu einem doppelten Hexamer mit Helikase-Aktivitat konvertiert (vgl. Abschnitt 2.5), (McBride,

2013).

Neben der Initiation der Replikation ist eine Hauptfunktion des E2 Proteins die Regulation der viralen
Transkription. E2 rekrutiert zellulare Proteine an die URR, was abhangig von den zelluldren Proteinen
und der Position der gebundenen E2BS die virale Transkription entweder aktivieren oder reprimieren
kann (McBride, 2013). Uber die Bindung an E2BS, welche sich proximal des Promotors befinden,
reprimiert E2 den frihen viralen Promoter, der unter anderem fir die Expression der beiden
Onkoproteine E6 und E7 verantwortlich ist. Durch eine Mutation von E2, welche die Funktion des
Proteins beeintrachtigt oder die Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom, wodurch der
offene Leserahmen des E2 Proteins unterbrochen wird, kann es zu einer unkontrollierten Expression

der Onkoproteine kommen, was zur malignen Entartung bei der Infektion mit HR-HPV beitragen
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kann. Uber die Bindung an E2BS, welche sich distal des Promoters befinden kann E2 den friihen
viralen Promoter aktivieren, was jedoch nur bei geringen E2 Konzentrationen moglich ist (Thierry &

Yaniv, 1987; Bernard et al., 1989; Thierry & Howley, 1991).

Wahrend der Mitose der Wirtszellen vermittelt das E2 Protein die Bindung der viralen Genome an die
Wirtschromosomen. Auf diese Weise wird der korrekte Erhalt der viralen Genome wahrend der

Zellteilung sichergestellt (McBride, 2013).

2.6.1 Post-Translationale Modifikationen von E2

Fiir die E2 Proteine vieler Papillomvirus Typen konnte nachgewiesen werden, dass sie post-

translational durch Phosphorylierung, Acetylierung oder Sumoylierung modifiziert werden.

Das BPV1 E2 Protein enthdlt sowohl Phosphoserine als auch Phosphothreonine, wobei die
Hauptphosphorylierungsstellen an den Serinen 298 und 301 lokalisiert sind (McBride et al., 1989).
Diese befinden sich in der Hinge-Region des Proteins und kdnnen von der Casein 2 Kinase (CK2)
phosphoryliert werden. Die Mutation dieser Serine zu Alanin (eine Aminosaure, welche nicht
phosphoryliert werden kann) fihrt zu einer verstarkten Genomreplikation (McBride & Howley, 1991;
Schuck et al., 2013). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass E2 durch die Phosphorylierung fir den
proteasomalen Abbau markiert wird (Penrose & McBride, 2000; Penrose et al., 2004). Neuere
Studien konnten zusatzlich zeigen, dass durch die Phosphorylierung auch die DNA-Bindungsaffinitat
der Proteine vermindert wird (Schuck et al., 2013).

Fir das HR-HPV16 E2 Protein konnten ebenfalls Phosphorylierungen in der Hinge-Region des Proteins
identifiziert werden. Die Phosphorylierung des Serins 243 ist dabei wichtig flir die Bindung von E2 an
mitotische Wirtschromosomen und fiihrt dartber hinaus zu einer Stabilisierung der Proteine
wahrend der S-Phase (Johansson et al., 2009; Chang et al., 2011; Chang et al., 2014). Des Weiteren
kann das Threonin an Position 286 von Cdk2 phosphoryliert werde, die funktionelle Konsequenz
dieser Modifikation ist jedoch noch nicht geklart (Chang et al., 2014).

Die Hinge-Region von HPV8 E2 weist mehrere Phosphorylierungsstellen auf (Sekhar et al., 2010;
Sekhar & McBride, 2012). Die Phosphorylierung des Serins 253 durch die Proteinkinase A (PKA)
bewirkt eine Stabilisierung des Proteins und verstarkt dessen Bindung an das Wirtschromatin (Sekhar

& McBride, 2012).

Die Funktion der E2 Proteine wird auBer durch Phosphorylierungen auch durch Acetylierungen und
Sumoylierungen beeinflusst. So konnte fiir BPV1 E2 gezeigt werden, dass die E2-abhdngige

Transkriptionsaktivierung durch Acetylierungen verstarkt und auch die Kernlokalisation von E2 durch
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Acetylierung moduliert wird (Quinlan et al., 2013). Die Sumoylierung von HPV11, HPV16 und HPV18

E2 flhrt zu einer erhéhten Stabilitdt der Proteine (Deyrieux et al., 2007; Wu et al., 2009).

2.7 Das Repressorprotein ESE2

Alle Papillomviren haben das Potenzial zusatzlich zum vollstéandigen E2 Protein durch alternatives
Spleien eine verkiirzte Variante des E2 Proteins zu kodieren (McBride, 2013). Dabei wird der kurze
E8 Leserahmen (liber eine Spleifdonorstelle im E1 ORF an eine SpleiRakzeptorstelle im E2 ORF
gespleillt. Dieses, als EBME2 bezeichnete Protein besteht somit aus einem kurzen E8-Leserahmen und
der Hinge-Region sowie der C-terminalen DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane des E2
Proteins. Die E8”E2 Proteine sind wichtige Regulatoren der viralen Transkription und Replikation
(Stubenrauch et al., 2000; Stubenrauch et al., 2001; Zobel et al., 2003; Lace et al., 2008; Kurg et al.,
2010; Sankovski et al., 2014; Straub et al., 2014; Isok-Paas et al., 2015; Dreer et al., 2016). HPV16 und
HPV31 Genome, die kein E8A"E2 mehr exprimieren konnen (Knock-out Mutanten) zeigen in Kurzzeit-
Analysen eine starke Erhohung der viralen Genomkopienzahl im Vergleich zu Wildtyp Zellen
(Stubenrauch et al., 2000; Zobel et al., 2003; Lace et al., 2008). Langfristig bleiben jedoch nur HPV16
Knock-out Genome als extrachromosomale Molekiile erhalten, wohingegen HPV31 Knock-out
Genome in das Wirtschromosom integrieren (Stubenrauch et al., 2000; Lace et al., 2008; Straub et
al., 2014). Die Repressionsaktivitdt von E8"E2 wird von dem N-terminalen E8-Anteil des Proteins
vermittelt (Stubenrauch et al., 2001). Dabei sind besonders die unter Alpha-Papillomviren
konservierten Aminosduren an den Positionen fiinf bis sieben (Lysin, Tryptophan, Lysin; KWK)
entscheidend fir die Repressionsaktivitdat. Durch eine Mutation dieses KWK-Motivs kann die E8-
vermittelte Repression aufgehoben werden, was in Genomen zu einem Uberreplikationsphianotyp
fiihrt, der vergleichbar mit dem der E8E2 Knock-out Mutanten ist (Zobel et al., 2003). Uber den E8-
Anteil des Proteins wird auch die Interaktion mit dem zellularen NCoR/SMRT-Korepressorkomplex
vermittelt. Dieser zelluldre Komplex besteht aus den Proteinen GPS2 (G-protein pathway suppressor
2), HDAC3 (Histone Deacetylase 3), NCoR (Nuclear receptor corepressor), SMRT (silencing mediator of
retinoic and thyroid receptors, auch NCoR2), TBL1 (Transducin (beta)-like 1X-linked) und TBLR1
(Transducin (beta)-like 1X-linked-related) und ist fir die E8-vermittelte Repression der virale
Replikation sowie Transkription von entscheidender Bedeutung (Ammermann et al., 2008; Powell et

al., 2010; Dreer et al., 2016).
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2.8 Zielsetzung

Vorausgegangene Studien konnten zeigen, dass die Aktivitat der HPV E2 Proteine (iber post-
translationale Modifikationen moduliert werden kann. Dabei wird im Besonderen die Hinge-Region
der Proteine haufig von Serin-/Threonin-Kinasen phosphoryliert. Interessanterweise variiert die
funktionelle Konsequenz dieser Phosphorylierungen abhangig vom Papillomvirus Typ. Wahrend die
Phosphorylierung des BPV1 E2 Proteins zu einer verstarkten Degradation und einer verminderten
DNA-Bindeaktivitat flihrt werden E2 Proteine von HPV8 und HPV16 durch die Phosphorylierung
stabilisiert und die DNA-Bindeaktivitdt verstarkt. Das E8"E2 Repressorprotein der Papillomviren
entsteht durch alternatives SpleiRen und teilt sich die C-terminale Region sowie die Hinge-Region mit
den E2 Proteinen. Daher ist anzunehmen, dass auch E8"E2 Proteine durch Phosphorylierungen post-
translational modifiziert werden. Ob dies tatsdchlich der Fall ist, wurde bisher jedoch nicht geklart.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob die E2 Proteine sowie die ES8"E2
Proteine des HR-HPV31 ebenfalls post-translational modifiziert werden und welche Auswirkungen

die etwaigen Modifikationen auf die Funktionen der Proteine haben.

Die Replikationsaktivitat der viralen Proteine E1 und E2 kann in Zellkultursystemen mittels Luziferase-
Reporteranalysen untersucht werden. Die Kotransfektion von E1 und E2 Proteinen sowie einem
Reporterplasmid, welches den viralen Replikationsursprung enthalt fihrt in permanenten Zelllinie
(z.B. Hela Zellen) zu einer Amplifikation des Reporterplasmids und in Folge dessen zur Zunahme der
Luziferase-Aktivitdit. Uberraschenderweise kann in primiren Keratinozyten oder in davon
abgeleiteten E6/E7-immortalisierten Zelllinien bei diesem Testsystem keine Zunahme der Luziferase-
Aktivitat gemessen werden. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, wodurch

die Replikation des Reporterplasmids in diesen Zellen limitiert wird.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Samtliche verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad p.a.
(,pro analysis”, zur Analyse) von den Firmen AppliChem, BioRad, Biozym, Fluka, Medac, Merck,

Perkin-Elmer, PeQlab, Roche, Roth und Sigma bezogen.

3.1.2 Maedien und Puffer

3.1.2.1 Puffer und L6sungen

Annealingpuffer 2x

200 mM Kaliumacetat, 4 mM Magnesiumacetat, 60 mM HEPES-KOH pH=7,4

Antikorper Verdiinnungspuffer (Immunfluoreszenz)

PBS mit 1 % (w/v) BSA Fraction V und 0,3 % (v/v) Triton-X 100
Bindepuffer 5x (Elektromobilitats-Shift-Analyse)
100 mM HEPES pH=7,9, 2,5 mM EDTA pH=8,0, 25 % Glycerin, 1 mM DTT

Blockingpuffer (Immunfluoreszenz)

PBS mit 5 % (v/v) normales Ziegenserum und 0,3 % (v/v) Triton-X 100

Blockingpuffer (Westernblot)
PBS mit 5 % (w/v) Magermilchpulver

CAPS-Transferpuffer (Westernblot)
10 mM CAPS; 10 % (v/v) Methanol; pH=10,3 (mit NaOH eingestellt)

DAPI-Farbeldsung
0,01 pg/mlin PBS

Denhardt’s 50x
1 % (w/Vv) Ficoll 400; 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidone; 1 % (w/v) BSA Fraction V; H,0
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DNA-Ladepuffer 10x
20 % (w/v) Ficoll 400; 0,1 M Na,EDTA pH=8,0; 1 % (w/v) SDS; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 %

(w/v) Xylencyano

Ethidiumbromidl6sung 1000x
50 mg Ethidiumbromid in 100 ml H,0

(Pra-)Hybridisierungspuffer
6X SSPE; 5x Denhardt’s; 10% Dextransulfat (w/v), 50 % Formamid; 1 % SDS; H20

Luziferase-Lysepuffer

100 mM KH,P0,/K,HPO, pH=7,8; 1 % (v/v) Triton-X 100; 1 mM DTT

Luziferase-Reaktionspuffer

100 mM KH,PO,/K,HPO, pH=7,8; 15 mM MgS0O,4; 5 mM rATP

Luziferin-Lésung

1 mM D-Luziferin (PJK) gelost in Luziferase-Reaktionspuffer

Lysepuffer (DNA-Extraktion)
400 mM NacCl; 10 mM Tris pH=7,5, 10 mM EDTA

Lysepuffer (Immunprazipitation)
50 mM Hepes pH=7,9; 1 mM DTT; 150 mM NaCl; 0,3 % Igepal 630 (NP40); 1x SIGMAFAST™ Protease
Inhibitor Tablets (Sigma); 0,3 uM PD106 (HDAC Inhibitor); 1x PhosSTOP (Roche)

Lysepuffer (Immunprazipitation fiir HPV31 ESAE2 PTM-Analysen)
50 mM Hepes pH=7,9; 1 mM DTT; 500 mM NaCl; 0,5 % Igepal 630 (NP40); 1x SIGMAFAST™ Protease
Inhibitor Tablets (Sigma); 0,3 uM PD106 (HDAC Inhibitor); 1x PhosSTOP (Roche)

PBS 10x
137 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH,PO, pH=7,2

PBS-T
PBS Puffer + 0,1 % (v/v) TWEEN®20 (Unigema Americas LCC)

Poly(dA-dT)
1 ug/u geldst in 10 mM HEPES pH=7,9 und 100 mM NacCl
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Puffer A (nukledre Extrakte)
10 mM Hepes / KOH, pH=7,9; 1,5 mM MgCl,; 10 mM KCl; 0,5 mM DTT; 1x SIGMAFAST™ Protease
Inhibitor Tablets (Sigma); 1x PhosSTOP (Roche)

Puffer C (nukledre Extrakte)
20 mM Hepes / KOH, pH=7,9; 1,5 mM MgCl,; 420 mM NaCl; 25 % (v/v) Glycerin; 0,2 mM EDTA;
0,5 mM DTT; 1x SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablets (Sigma); 1x PhosSTOP (Roche)

Sammelgelpuffer (Westernblot)
1,5 M Tris / HCI; pH=6,8

SDS-Laufpuffer 5x
125 mM Tris / HCl; 960 mM Glycin; 17,3 mM SDS

SDS-Probenpuffer
Roti®-Load 1, 4x (Carl Roth)

SSC 20x
3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH=7,0 (eingestellt mit HCI)

SSPE 20x
3 M NacCl; 0,2 M NaH2PQs; 0,02 M EDTA; pH=7,4 (eingestellt mit NaOH)

TAE-Puffer 50x
2 M Tris; 1 M Essigsaure; 0,1 M EDTA pH=8,0

TBE-Puffer 10x
890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA pH=8,0

Trenngelpuffer (Western Blot)
1,5 M Tris / HCI, pH=8,8

Waschpuffer (PhosTag)
CAPS-Transferpuffer mit 1 mM EDTA pH=8,0

3.1.2.2 Medien fiir Bakterienkultur

Bakterien-Einfriermedium

65 % Glycerol; 0,1 M MgS04; 0,025 M Tris; pH=8,0
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LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)
25 g LB Medium (Carl Roth) auf 1 | H,0; bei Bedarf Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin bzw. 30 ug/ml

Kanamycin

LB-Agar (Luria-Bertani-Agar): 25 g LB Medium (Carl Roth) und 12 g Select Agar (Invitrogen) auf 11
H,0, bei Bedarf Zugabe von 100 pug/ml Ampicillin bzw. 30 ug/ml Kanamycin

SOC-Medium
2 % (w/v) Bacto-Trypton; 0,5 % (w/v) Bacto-Yeast Extract; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2;
10 mM MgS04; 20 mM Glucose; pH=7,0

3.1.2.3 Medien fir Zellkultur

CX-4945 (Silmitasertib; Casein Kinase 2 Inhibitor, Cayman Chemical)

Stammlésung 10 mM in DMSO

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco, Invitrogen) FKS
Fertiglosung mit Zusatz von 50 mg/l Gentamycin und 10 % (v/v) fotalem Kalberserum (FKS, PAA

Laboratories)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco, Invitrogen) CS

Fertiglosung mit Zusatz von 50 mg/l Gentamycin und 10 % Kalberserum (CS, Gibco Invitrogen)

DMEM 10x ohne NaHCO; und Serum
1x DMEM Pulver (1 | Packung; Sigma) in 100 ml H,0

Doxycyclin

Stamml6sung 1 mg/ml gelost in H,O

E-Medium

Adenin (1,8 mM); Hydrocortison (417 ug/ml); Insulin (50 ug/ml); Transferrin (50 pg/ml);
Trijodthyronin T3 (20 pM); Choleratoxin (10 nM); 5 ng/ul epidermale Wachstumsfaktoren (EGF); 50 %
DMEM + 50 % DMEM/Ham’s F12 1:1; 10ul/ml Penicillin/Streptomycin; mit 5 % definiertem fétalem
Kélberserum (HC-FKS; Perbio)

E-Medium-FKS

Adenin (1,8 mM); Hydrocortison (417 ug/ml); Insulin (50 ug/ml); Transferrin (50 pg/ml);
Trijodthyronin T3 (20 pM); Choleratoxin (10 nM); 5 ng/ul EGF; 50 % DMEM + 50 % DMEM/Ham'’s F12
1:1; 10 pl/ml Penicillin/Streptomycin; mit 10 % (v/v) FKS (PAA Laboratories)
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G418 (Biochrom)

Stammlosung 100 mg/ml in ddH20

Gentamycin (Isok-Paas et al.)

Stamml6sung 10 mg/ml in ddH20

H-89 (Proteinkinase A Inhibitor; Cayman Chemical)
Stammlésung 10 mM in DMSO

Kollagen Typ 1 vom Rattenschwanz (Corning)

Stammldsung 3,59 mg/ml

KSFM (Keratinozyten-serumfreies Medium) (Gibco, Invitrogen)
Serumfreies Medium fiir die Kultivierung von Keratinozyten mit Rinderhypophysenextrakt und EGF

als Zusatz, sowie 50 mg/l Gentamycin

Ku-55933

Stamml6sung 10 mg/ml in DMSO

MG132
Stammlésung 1 mM in DMSO

Mitomycin C (Medac)

Stammlosung 4 mg/ml in PBS

OptiMEM (Gibco, Invitrogen)

Serumreduziertes Medium mit Glutamax-I (L-Alanyl-L-Glutamin)

PBS Dulbecco’s (Gibco, Invitrogen)

Fertiglosung ohne Kalzium, Magnesium und Natriumbikarbonat

Pimelic Diphenylamide 106 (PD106; HDAC Inhibitor; Cayman Chemical)
Stammlésung 1 mM in ddH20

Puromycin (Calbiochem)

Stamml6sung 1 mg/ml in ddH20

Rekonstitutionspuffer 10x

2,2 g NaHCO; (Sigma) und 4,77 g HEPES (Calbiochem) geldst in 100 ml 0,05 M NaOH
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SILAC-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ,Leicht” (KO; RO)
DMEM-Medium mit leichten Aminosduren (KO und RO) und Zusatz von 1% (w/v) L-Glutamin, 1%

(v/v) Penicillin/Streptomycin und 10 % (v/v) dialysiertem fotalem Kalberserum

SILAC-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ,Medium” (K4; R6)
DMEM-Medium mit mittelschweren Aminosauren (K4 und R6) und Zusatz von 1 % (w/v) L-Glutamin,

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin und 10 % (v/v) dialysiertem fotalem Kélberserum

SILAC-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ,,Schwer” (K8; R10)
DMEM-Medium mit schweren Aminosauren (K8 und R10) und Zusatz von 1 % (w/v) L-Glutamin, 1 %

v/v) Penicillin/Streptomycin und 10 % (v/v) dialysiertem fotalem Kalberserum
(v/v) ptomy ( y

Trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen)
0,5 g Trypsin (1:250) und 0,2 g EDTA pro Liter modifizierter PUCK’s Salzlosung A

Versen

PBS-Fertiglosung mit 0,5 mM EDTA
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3.1.3 Fertige Reaktionssysteme und Reagenzien

Tabelle 1: Fertige Reaktionssysteme und Reagenzien

NAME

HERSTELLER

ANWENDUNG

Decalabel DNA Labeling Kit

EZ1 DNA Tissue Kit
FUGENE® HD Transfection Reagent

Gaussia-Juice Big Kit

LightCycler SYBR Green | Master
Lipofectamin™ 3000 Reagenz
Phos-Tag™ Acrylamide AAL-107
QIAgen® Plasmid Plus Maxi Kit
QlAgen® Plasmid Plus Midi Kit
QlAprep® Spin Miniprep Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QlAshredder® Kit

QuantiTect® Reverse Transcription
Kit

Rapid DNA Ligation Kit
RNEasy® Mini Kit

SimpleChIP® Enzymatic Chromatin
IP Kit (Magnetic Beads)

SlowFade™ Gold Antifade
Mountant

TagMan® Fast Advanced
Master Mix

Thermo Fisher Scientific

Qiagen
Promega

PJK

Roche

Thermo Fisher Scientific
Wako Chemicals
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Fermentas

Qiagen

Cell Signaling

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

20

Radioaktive Markierung von
DNA-Sonden

DNA-Extraktion
Transfektion von Plasmid-DNA

Messung der Gaussia
Luziferase-Aktivitat

guantitative Real-Time PCR
Transfektion von Plasmid-DNA
Phos-Tag™-SDS-PAGE
Plasmidisolation
Plasmidisolation
Plasmidisolation

Aufreinigung von DNA-Sonden
DNA-Extraktion aus Gelstiicken
Homogenisierung des Zelllysats

Reverse Transkription, cDNA
Synthese

DNA-Ligation
RNA-Isolation

Chromatin-Immunprazipitation

Fixieren von Glasplattchen auf
Objekttragern

Multiplex gRT-PCR
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Tissue-Tek® O.C.T. Compound Sakura® Finetek Einbettmedium fiir Kryoschnitte

MMACS HA Isolation Kit Miltenyi Biotec HA-Immunprazipitation

3.1.4 Marker fiir Gelelektrophoresen

DNA-Langenstandard: 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
Lambda DNA/Hindlll Marker (Thermo Fisher Scientific)

Protein-GroBenstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)

3.1.5 Kleingerdte/Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Kleingerate und Verbrauchsmaterialien

GERAT/ MATERIAL UND BEZEICHNUNG

HERSTELLER

Einweg-Skalpelle

Gel-Blotting-Filterpapier
Glasbodenschéalchen, 35 mm
Kryoeinbettformen, eckig

Kryorohrchen, Cellstar Cryo.s
Magnet-Saulen uMACS® columns
Nitrozellulose-Membran, Protan 0,22 um
Nylon-Membran, GeneScreenPlus
PCR-ReaktionsgefilRe, PCR-Softtubes 0,2 ml

Pipettenspitzen gestopft (10, 20, 200, 1000 pl),
ART® Aerosol Resistant Tips

Pipettenspitzen: 0,5-10 ul (transparent)
Pipettenspitzen: 10-200 pl (gelb); 200 — 1000 pl (blau)
Plastikpipette: 5, 10, 25, 50 ml

Reaktionsgefalle: 1,5 mlund 2,0 ml
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B. Braun Biotech
Whatman

MatTek Corporation
Sakura® Finetek
Greiner bio-one
Miltenyi Biotec
Whatman

NEN

Biozym

Molecular Bio Products

Biozym®
Greiner bio-one
Becton/Dickinson

Eppendorf
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Zentrifugenrohrchen: 15 ml und 50 ml

Real-Time Platten, LightCycler® 480 Multiwell Plate 96
Polystyrol-R6hrchen fiir Bakterienkulturen, PP-Tube 14 ml steril
Rohrchen fiir Bakterienstock, Cryotube 3,5 ml SI

Rohrchen fir Luziferase-Messung, 5 ml

Saugfahiges Gel-Blotting Filterpapier (P-7921, 15*15)
Sterilfilter: 0,2 um und 0,44 pm

SuperFrost® Objekttrager

Transfektionsrohrchen: 3,5 ml

Zellkultureinsatze flr 6 x 35 mm Zellkulturschalen, PorengréfRe
3mm

Zellkulturplatten: 24 x 10 mm, 6 x 35 mm
Zellkulturschalen: 35 mm, 60 mm, 100 mm, 150 mm

Zellschaber, cell lift costar®

Greiner bio-one

Roche

Greiner bio-one
Thermo Fisher Scientific
Sarstedt

Sigma

Millipore

Carl Roth

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

Nunc
Nunc

Corning Incorporated

3.1.6 Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Fermentas und New England Biolabs bezogen.
Sonstige Enzyme:

e Alkalische Phosphatase (Thermo Fisher Scientific)

e Benzonase (Novagen)

e Proteinase K (Fermentas)

e Pyrobest® DNA-Polymerase (Takara)

e RNase A (Roche)

e T4-DNA-Ligase (Fermentas)

3.1.7 Antikorper

Nachfolgend sind die, in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper angegeben.

(WB = Westernblot, IF = Immunfluoreszenz, ChIP = Chromatin-Immunprazipitation)
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Tabelle 3: Primarantikérper

ANTIGEN SPEZIES HERSTELLER EINGESETZTE VERDUNNUNG

(KLONALITAT) (BESTELLNUMMER) WB IF CHIP
Anti-Phospho- Mouse (mAb) Millipore - 1:500 -
Histone 2A.X (# 05-636)

Ser139 (JBW301)

a-Tubulin

Cytokeratin10
(DE-K10)

DYKDDDDK-Tag

(Flag) (9A3)

HA-Tag

HA-Tag (6E2)

HA-Tag (C29F4)

HDAC3

Histone H3 (D2B12)

Normal Rabbit IgG

p21 (SX118)

Pan-E4

TBLIXR1 (L-08)

Mouse (mAb)

Mouse (mAb)

Mouse (mAb)

Rabbit (pAB)

Mouse (mAb)

Rabbit (mAb)

Rabbit (pAB)

Rabbit (mAb)

Rabbit (pAB)

Mouse (mAb)

Mouse (mAb)

Mouse (mAb)

Calbiochem (CP06) 1:1000 - -

Dako (M7002) - 1:50 -

Cell Signaling 1:1000 1:1600 -

(#8146)

Abcam - - 1:100
(ab9110)

Cell Signaling 1:1000 - -

(#2367)

Cell Signaling 1:1000  1:1600 -

(#3724)

Cell Signaling 1:500 - -
(#2632)

Cell Signaling - - 1:50
(#4620)

Cell Signaling - - 1:500
(#2729)

BD Pharmingen - 1:50 -
(556430)

(Griffin et al., 2012) - 1:50 -

Santa Cruz BT 1:500 - -
(5SC-100908)
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Tabelle 4: Fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikorper

ANTIGEN QUELLE HERSTELLER EINGESETZTE VERDUNNUNG
WB IF

Mouse, Alexa Fluor® 555 Donkey Life Technologies - 1:2000
(A-31570)

Mouse, Alexa Fluor® 488 Goat Life Technologies - 1:2000
(A-11029)

Mouse, IRDye® 680RD Goat LiCor (926-68070) 1:15000 -

Mouse, IRDye® 800CW Goat LiCor (926-32210) 1:15000 -

Mouse, Fluorescent Rat Rockland™ antibodies 1:10000 -

TrueBlot® DyLight™ 800 & assays (18-4517-32)

(eB144)

Mouse, Alexa Fluor® 555 Donkey Life Technologies - 1:2000
(A-31570)

Mouse, Alexa Fluor® 488 Goat Life Technologies - 1:2000
(A-11029)

Rabbit, IRDye® 680RD Goat LiCor (926-68071) 1:15000 -

Rabbit, IRDye® 800CW Goat LiCor (926-32211) 1:15000 -

Rabbit, Fluorescent TrueBlot® Mouse Rockland™ antibodies 1:10000 -

IRDye 800® (eB182) & assays (18-3216-32)

3.1.8 Eukaryotische Zellen

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

ZELLLINIE BESCHREIBUNG
Hela HPV18 positive Zervixkarzinom-Zelllinie
HPV31wt-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31

Genom, welches episomal in der Zelle vorliegt.
NHK Normale humane Keratinozyten (Ruesch et al., 1998)

NIH3T3-J2 Murine Fibroblasten Zelllinie (Rheinwald & Green, 1975)
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Neomycin-resistente 3T3-J2- NIH3T3-J2-Zellen mit einer Resistenz gegeniiber Neomycin,
NHP Hygromycin und Puromycin (Dickson et al., 2000)
Hela pIlnducer 31E8"E2-HA Stabile Hela Zellen, welche mit dem Plasmid plnducer20

31E87E2-HA transduziert wurden. Durch Zugabe von
Doxycyclin wird die Expression von HPV31 E8ME2 induziert.

RTS3b p53-defiziente Plattenepithelkarzinom-Zelllinie (Purdie et al.,
1993)
31E6/E7-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit HPV31 E6 und E7

Tabelle 6: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Zelllinien

ZELLLINIE BESCHREIBUNG

HPV31 E8ME2 S78A-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31 E8"E2
S78A mutierten Genom.

HPV31 E8ME2 S78E-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31 E8"E2
S78E mutierten Genom.

HPV31 E8ME2 S81A-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31 E8/AE2
S81A mutierten Genom.

HPV31 E8"ME2 S100A-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31 E8"E2
S100A mutierten Genom.

HPV31 E8ME2 S100E-NHK Humane Keratinozyten, immortalisiert mit dem HPV31 E8/E2
S100E mutierten Genom.

3.1.9 Bakterienstimme

Escherichia coli DH5a (Clontech)

3.1.10 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von Invitrogen synthetisiert. Oligonukleotide und Sonden fir
die Multiplex qRT-PCR wurden von Invitrogen synthetisiert bzw. als vorgefertigte Oligonukleotid-
Sonden Mischung von Applied Biosystems gekauft. Oligonukleotide fiir die Elektromobilitats-Shift

Analysen sind am 5‘-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff DY681 markiert.
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Tabelle 7: Bezeichnung, Sequenz und Verwendungszweck der verwendeten Oligonukleotide

BEZEICHNUNG SEQUENZ (5’-3") VERWENDUNG
pC18 CHIP 4F CCCCCTGAACCTGAAACATA ChlP
pC18 CHIP 2R CAACAGTACCGGAATGCCAAG ChIP
E2BS pC18 DY681 F CTAGACCGAAAACGGTCGGG EMSA
E2BS pC18 DY681 R CCCGACCGTTTTCGGTCTAG EMSA
HPV31 107 EcoRI F GCTAGTGAATTCCATGTTCAAAAATCCT Klonierung
HPV31 1076R GCATGAAACAATGCCTGTGCT Klonierung
HPV31 747 EcoRI F GCTAGTGAATTCTACACTTCGTTTGTG Klonierung
HPV31 E2 S266A F CAACAAGTTGTTGCGAGGCGACGCCGTGGAC Klonierung
HPV31 E2 S266A R GTCCACGGCGTCGCCTCGCAACAACTTGTTG Klonierung
HPV31 E2 S266E F CAACAAGTTGTTGCGAGGCGACGAAGTGGAC Klonierung
HPV31 E2 S266E R GTCCACTTCGTCGCCTCGCAACAACTTGTTG Klonierung
HPV31 E2 S269E F GTGGACGAAGTCAACTGTGGGGTTATCAGTG Klonierung
HPV31 E2 S269E R CACTGATAACCCCACAGTTGACTTCGTCCAC Klonierung
HPV31 E2 S288A F AAACAAGGGCTGTCGCTTGTCCTGCAACTA Klonierung
HPV31 E2 S288A R TAGTTGCAGGACAAGCGACAGCCCTTGTTT Klonierung
HPV31 E2 S288E F AAACAAGGGCTGTCGAATGTCCTGCAACTA Klonierung
HPV31 E2 S288E R TAGTTGCAGGACATTCGACAGCCCTTGTTT Klonierung
ACTB TagMan Gene Expression Assay Hs03023880 gl Multiplex
HPV31 E2 fw GTTGTCAGTATCAAAGGCCAAAG Multiplex
HPV31 E2 rev CACCCTGTAGGTGCAGTTAAATA Multiplex
HPV31 E2 Sonde (Cy5)-ACTTGTTTGCTGCATTGTCCAGTCC-(3IAbRQSP) Multiplex
HPV31 E6 fw ACCGTTGTGTCCAGAAGAAA Multiplex
HPV31 E6 rev GGTTTCAGTACGAGGTCTTCTC Multiplex
HPV31E6Sonde (56-FAM)-TGGACAGGA-(ZEN)-CGTTGCATAGCATGT- Multiplex
(31ABkFQ)
CALB1 Ex4 F AATTTCCTGCTGCTCTTCCG gRT-PCR
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CALB1EX5R

HPV31 E6* F

HPV31 508 R (E6*)
HPV31 804 F (E1"E4)
HPV31 3373 R (E1E4)
HPV31 1519 F (E1)
HPV31 1739 R (E1)
HPV31 E2 F

HPV31 E2 R

HPV31 1242 F (E8"E2)
HPV31 3461 R (E8"E2)
HPV31 6338 F (L1)
HPV31 6534 R (L1)
IFI27 Ex2 F

IFI27 Ex4 R

INSR Ex5 F

INSR Ex6 R

LyPD2 Ex2 F

LyPD2 Ex3 R

PGK1 F

PGK1R

UCA1 1F

UCA1 1R

HPV31 4182R

HPV31 5027 R

pBr 2772 F

pSG 1167 R

pSG5 978 F

TCTATGAAGCCACTGTGGTCAG

AATTGTGTCTACTGCAAAGGTGTA

CCAACATGCTATGCAACGTC

TGTTAATGGGCTCATTTGGAA

GGTTTTGGAATTCGATGTGG

GTGTGTAGCTGCGTTTGGAG

CGTAATTTGGGTGGCTGAAT

CTGTTGTGGAAGGGCAAGTT

TCCCAGCAAAGGATATTTCG

ACTTCCAGACAGCGGGTATG

GGTGGGTGTTTCTGTGCTCT

AATAGATCAGGCACGGTTGG

TTGCCCCAACAAATACCATT

TCTGGCTCTGCCGTAGTTTT

ATCTTGGCTGCTATGGAGGA

TCGAGGAGAGACCTTGGAAA

CCCTGAGTGATGGTGAGGTT

ACGAAACCATGTGCAAGACC

ACATCCGAGGGCTTACACTTG

CTGTGGGGGTATTTGAATGG

CTTCCAGGAGCTCCAAACTG

TAGTGGCTGAAGACTGATGCTG

AGCTAGGGTGTCTTCATATGGC

TTTGGACCGCATGGTAATAAT

GGCAGGCCTATGTAATGCTATAAT

TGCTTTTCTGTGACTGGTGAGT

ACCACAACTAGAATGCAGTGAA

ACGTGCTGGTTATTGTGCTGT

gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung

27



MATERIAL UND METHODEN

3.1.11 Plasmide und Vektoren

PCMV-Gluc: Ein Kontrollplasmid, welches die codierende Sequenz fiir das Luziferase-Gen von Gaussia

princeps unter Kontrolle des CMV-Promotors enthalt (New England Biolabs).

pCMV neo 3xFlag-31E1 (Fradet-Turcotte et al., 2010): Ein von pCMV-3Tag-la (Stratagene)
abgeleitetes Expressionsplasmid fiir HPV31 E1. Es enthélt eine Codon-optimierte kodierende Sequenz

fir HPV31 E1 sowie drei Flag-Epitope, welche N-Terminal an E1 fusioniert sind.

pC18-SP1-Luc (Zobel et al., 2003): Ein vom Luziferase-Reporterplasmid pAluc abgeleitetes Plasmid. Es
enthalt vier synthetische E2-Bindungsstellen und zwei synthetische SP1-Bindungsstellen 5' von der

TATA-Box und dem Initiator-Element des spaten Adenovirus-Hauptpromoters.

PGL31URR-Luc (Stubenrauch et al., 1998): Ein von pGL3-Basic (Promega) abgeleitetes Luziferase-
Reporterplasmid in dessen Mlul/Xhol-Restriktionsstellen die vollstandige regulatorische Region von

HPV31 mit dem frihen Promotor P97 (HPV31 Nt. 7068-106) inseriert wurde.

pMOD BR HPV31 (Stubenrauch et al., 2000): Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor in dessen EcoRlI-

Restriktionsschnittstelle das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde.

pmTagBFP-HPV31 E1/ME4 C-Ter (hergestellt von Giada Corradini Bartoli): Ein von pmTagBFP-C1
abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die kodierende Sequenz fiir HPV31 E17E4 und einen C-

terminalen BFP-Tag enthilt.

pSG HPV31 E5 (hergestellt von Maike Voges): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches
die codierende Sequenz fir HPV31 E5 enthalt.

pmTagBFP-HPV31 E6 sm N-Ter (hergestellt von Giada Corradini Bartoli): Ein von pmTagBFP-C1
abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die kodierende Sequenz fiir ein HPV31 E6 Protein enthalt,
in welchem der SpleiRdonor an Position 210 mutiert wurde ohne dabei die Aminosduresequenz zu

verandern. Zusatzlich befindet sich N-Terminal ein BFP-Tag.

pmTagBFP-HPV31 E7 N-Ter (hergestellt von Giada Corradini Bartoli): Ein von pmTagBFP-C1
abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die kodierende Sequenz fir HPV31 E7 und einen N-

terminalen BFP-Tag enthalt.

pSG5: Ein eukaryontes Expressionsplasmid. Die Expression des inserierten Gens steht unter Kontrolle

des friihen SV40 Promotors (Stratagene).

pSG 31 E1 (Frattini & Laimins, 1994): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die
codierende Sequenz fliir HPV31 E1 enthalt.
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pSG 31 E8AE2 (Stubenrauch et al., 2001): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid fir HPV31
E8AE2, welches die codierende Sequenz fir HPV31 E8AE2 (HPV31 Nt. 1259-1296 und 3295-3810)

enthilt.

pSG 31 E8"E2-HA (Stubenrauch et al., 2007): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid fir
HPV31 E8"E2, welches die codierende Sequenz fir HPV31 E8ME2 (HPV31 Nt. 1259-1296 und 3295-

3810) sowie ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthalt.

pSG 31 E8"E2 KWK mt-HA (Stubenrauch et al., 2007): Ein von pSG 31 E8ME2-HA abgeleitetes
Expressionsplasmid, Die Aminosduresequenz KWK an Position 5-7 des Proteins wurden durch die

Aminosduresequenz AEA ersetzt.

pSV2 neo (Southern & Berg, 1982): Expressionsplasmid, welches eine Resistenz gegeniber G418

kodiert.

pSX 31 E2 (Stubenrauch et al., 1998): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die
codierende Sequenz flir HPV31 E2 enthalt.

pSX 31 E2-HA (Stubenrauch et al., 2007): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die
codierende Sequenz fiir HPV31 E2 sowie ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region

enthalt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Plasmide hergestellt:

pMOD BR HPV31 S78A: Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, in dessen EcoRI-Restriktionsschnittstelle
das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde. Die Aminosaure Serin 78 im E8”E2 Protein wurde zu
Alanin mutiert. Dies fiihrte zu keiner Veranderung der Aminosauresequenz im Uberlappenden E4

Protein.

pMOD BR HPV31 S78E: Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, in dessen EcoRI-Restriktionsschnittstelle
das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde. Die Aminosaure Serin 78 im E8”E2 Protein wurde zu
Glutaminsdure mutiert. Diese Mutation verandert die Aminosauresequenz T73/P74 im E4 Protein zu

R73/S74.

pMOD BR HPV31 S81A: Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, in dessen EcoRI-Restriktionsschnittstelle
das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde. Die Aminosaure Serin 81 im E8”E2 Protein wurde zu

Alanin mutiert. Diese Mutation verandert die Aminosaure V77 im E4 Protein zu L77.

pMOD BR HPV31l S100A: Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, in dessen EcoRI-
Restriktionsschnittstelle das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde. Die Aminosaure Serin 100
im E8"E2 Protein wurde zu Alanin mutiert. Diese Mutation verandert die Aminosaure V96 im E4

Protein zu L96.

pMOD BR HPV31 S100E: Ein von pBR322 abgeleiteter Vektor, in dessen EcoRlI-
Restriktionsschnittstelle das vollstandige HPV31 Genom inseriert wurde. Die Aminosdure Serin 100
im E87E2 Protein wurde zu Glutaminsdaure mutiert. Diese Mutation verandert die Aminosdure V96 im

E4 Protein zu N96.

pSG 31 E1 3xFlag (Codon-optimiert): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid fiir HPV31 E1. Es
enthilt eine Codon-optimierte kodierende Sequenz fiir HPV31 E1 sowie drei Flag-Epitope, welche N-

Terminal an E1 fusioniert sind.

pSG 31 P97/E1: Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die codierende Sequenz fir
HPV31 E1, sowie die oberhalb des E1 Leserahmen liegende DNA-Sequenz, beginnend am P97

Promoter enthilt.

pSG 31 P742/E1: Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches die codierende Sequenz fiir
HPV31 E1, sowie die oberhalb des E1 Leserahmen liegende DNA-Sequenz, beginnend am P742

Promoter enthalt.

pSG 31 E8ME2 S78A: Ein von pSG 31 E8ME2 abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die Aminosaure

Serin 78 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde.
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pSG 31 E8ME2 S78A-HA: Ein von pSG 31 E8"E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die
Aminosdure Serin 78 des HPV31 E8”2E2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSG 31 E8ME2 S78E: Ein von pSG 31 E8"E2 abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die Aminosaure

Serin 78 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde.

pSG 31 E8ME2 S78E-HA: Ein von pSG 31 E8ME2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die
Aminosdure Serin 78 des HPV31 E8AE2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde

und das zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSG 31 E8ME2 S81A: Ein von pSG 31 E8ME2 abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die Aminosaure

Serin 81 des HPV31 E8ME2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde.

pSG 31 E8ME2 S81A-HA: Ein von pSG 31 E8"E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die
Aminosdure Serin 81 des HPV31 E8”2E2 Proteins durch die Aminosdure Alanin ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSG 31 E8ME2 S81E: Ein von pSG 31 E8"E2 abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die Aminosaure

Serin 81 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde.

pSG 31 E8NE2 S81E-HA: Ein von pSG 31 E8"E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die
Aminosdure Serin 81 des HPV31 E8AE2 Proteins durch die Aminosdure Glutaminsdure ersetzt wurde

und das zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSG 31 E8ME2 S100A: Ein von pSG 31 E87E2 abgeleitetes Expressionsplasmid, bei dem die

Aminosaure Serin 100 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde.

pSG 31 E8ME2 S100A-HA: Ein von pSG 31 E8"E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die
Aminosaure Serin 100 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthalt.

pSG 31 E8ME2 S100E: Ein von pSG 31 E8"E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure

Serin 100 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsadure ersetzt wurde.

pSG 31 E8ME2 S100E-HA: Ein von pSG 31 E8ME2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die
Aminosaure Serin 100 des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsadure ersetzt wurde

und das zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthalt.

pSG HPV31 E8ME2 (1-13)-HA-(103-184): Ein von pSG5 abgeleitetes Expressionsplasmid, welches fiir

ein E8”E2 Protein mit deletierter Hinge-Region codiert. Zwischen den Aminosauren des E8-Peptids
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(1-13) und den Aminosauren 103-184 des C-Terminus von E2 befindet sich ein HA-Epitop. Das Gen
wurde von Life Technologies synthetisiert und in die EcoRI/Bglll-Restriktionsschnittstellen von pSG5

eingefiigt.

pSX 31 E2 S266A: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure Serin

266 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosdure Alanin ersetzt wurde.

pSX 31 E2 S266A-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure
Serin 266 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosdure Alanin ersetzt wurde und das zusatzlich ein

HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSX 31 E2 S266E: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure Serin

266 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde.

pSX 31 E2 S266E-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure
Serin 266 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosdure Glutaminsdure ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSX 31 E2 S269A: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure Serin

269 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosaure Alanin ersetzt wurde.

pSX 31 E2 S269A-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure
Serin 269 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosdure Alanin ersetzt wurde und das zusatzlich ein

HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

pSX 31 E2 S269E: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure Serin

269 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde.

pSX 31 E2 S269E-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure
Serin 269 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosidure Glutaminsdure ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthalt.

pSX 31 E2 S288A: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosadure Serin

288 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosadure Alanin ersetzt wurde.

pSX 31 E2 S288A-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure
Serin 288 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosdure Alanin ersetzt wurde und das zusatzlich ein

HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthalt.

pSX 31 E2 S288E: Ein von pSX 31 E2 abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure Serin

288 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosaure Glutaminsaure ersetzt wurde.
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pSX 31 E2 S288E-HA: Ein von pSX 31 E2-HA abgeleitetes Expressionsplasmid bei dem die Aminosaure

Serin 288 des HPV31 E2 Proteins durch die Aminosadure Glutaminsdure ersetzt wurde und das

zusatzlich ein HA-Epitop in der nicht konservierten Hinge-Region enthilt.

3.1.12 Gerate

Tabelle 8: Gerate

GERAT UND BEZEICHNUNG HERSTELLER
Agarose-Gelelektrophorese-Kammern: mini-Sub Cell GT und Bio Rad
Wide mini-Sub Cell GT

BioRobot EZ1 Workstation Qiagen
Blotkammer, grol3, Trans-Blot Cell Biorad
CO, Inkubator, C200 Labotect

Cryostat Microtome

Durchlichtmikroskop, DM IRB

Einfrierbox, MR. FROSTY

Feinwaage, GJ und 770
Fluoreszenzmikroskop, Axiovert M200
Hybridisierungsofen, mini 10

Inkubator (Agar-Platten), Kelvitron® T
Kamerasystem (Agarosegele), Gel Doc 2000

Kamerasystem (Western Blots), LiCor Odyssey Fc mit
Auswertungssoftware Image Studio

Luminometer, Lumat LB 9507

PCR-Maschine, PCT 200 Peltier Thermal Cycler
pH-Meter, pH526

Phosphoimager, Fujifilm BAS-1800

Photometer, ND-1000

33

Reichert-Jung
Leica

Nalgene

Kern

Zeiss

Hybaid
Hereaus
Biorad

LiCor®

EG & G Bertold
MJ Research
WTW

Fuji

NanoDrop®
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Pipetten, Pipetman 10, 20, 200, 1000
Pipettierhilfe, Easypet®
Pipettierhilfe, pipetus®
Real-Time-PCR, LightCycler® 480
Reinstwasseranlage, Milli-Q UF Plus
Schittelinkubator, Certomat IS

Schuttler, Rocky 3D

Gilson

Eppendorf

Hirschmann Laborgerate
Roche

Millipore

B. Braun Biotech Int.

Perkin-Elmer

Schittler, Thermomixer 5436 und ThermoStat Plus Eppendorf
SDS-PAGE-Kammer, mini Trans-Blot Cell BioRad
Sonifizierer, SonoPuls Bandelin
Spannungsversorgung, PowerPack 200 und 300 BioRad
Sterile Werkbank, HeraSafe Heraeus
Szintillaltionszahler, 1409 Liquid Scintillation Counter Wallac
Vakuum-Absaugvorrichtung, VacuSafe IBS
Vortexer, REAXTop Heidolph
Wasserbad, WB 10 Memmert
Zahlkammer, Neubauer 0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm? Assistent
Zentrifugen: 5810R, 5417R und 5417C Eppendorf

3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

3.2.1.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Durch eine Behandlung mit CaCl,, RbCl, und MnCl, erhielten exponentiell wachsende Escherichia coli

Bakterien die Fahigkeit zirkuldre Plasmid-DNA aufzunehmen (Kompetenz) (Ausubel et al., 1990).
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3.2.1.2 Transformation von DNA in kompetente Bakterienzellen

Die Transformation kompetenter Bakterienzellen erfolgte nach der Hitzeschockmethode (Ausubel et

al., 1990).

3.2.1.3 Kultivierung von Bakterienzellen zur Plasmidisolierung

Fiir die Amplifikation von Plasmiden und ihrer anschlieBenden Isolation wurde der Stamm DH5a des
Bakteriums Escherichia coli verwendet. Fir die Anzucht wurden die Bakterien direkt aus dem
Einfrierréhrchen in LB-Medium gegeben. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthalten alle
ein Ampicillin- oder ein Kanamycin Resistenzgen. Fir die Selektion der plasmidhaltigen Stamme
wurde das Flussigmedium daher mit 100 pg/ml Ampicillin bzw. 30 pg/ml Kanamycin versetzt. Fur
eine Plasmid-Mini-Praparation erfolgte die Anzucht in 3 ml LB-Medium. Wurden grofRere DNA
Mengen bendtigt erfolgte die Anzucht in 50 ml LB-Medium (Plasmid-Midi-Praparation) bzw. in 200 ml
(Plasmid-Maxi-Praparation). Die Bakterien wurden bei 37 °C im Schuttelinkubator (iber Nacht (16-
18 h) inkubiert. Fir die langfristige Lagerung wurde die Bakteriensuspension mit derselben Menge

Bakterien-Einfriermedium versetzt (insgesamt 1-2 ml) und bei -80 °C eingefroren.

3.2.2 Zellkultur-Methoden

3.2.2.1 Kultivierung von Zellen und Arbeiten mit Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden als Adhasionskulturen bei 37 °C, 5 % CO,-Sattigung
und humidifizierter Atmosphdre in Plastik-Gewebekulturschalen (Nunc) kultiviert. Alle
Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die im Folgenden aufgefiihrten
Volumina der Medien und Lésungen beziehen sich auf die Verwendung einer 100 mm Kulturschale.
Konfluente Zellen wurden zum Passagieren mit 10 ml sterilem PBS gewaschen. Durch die Inkubation
mit 2 ml Trypsin-EDTA bei 37 °C im Brutschrank wurden die Zellen von den Kulturschalen abgeldst.
Zur Inaktivierung des Trypsins wurden die vereinzelten Zellen in 8 ml serumhaltigem Medium

aufgenommen und in einem angemessenen Verhaltnis geteilt.

NIH3T3-J2-Fibroblasten wurden in DMEM-CS (10 % CS und 50 mg/l Gentamycin) kultiviert und

maximal im Verhaltnis 1:5 geteilt.

Hela Zellen wurden in DMEM-FKS (10 % FKS und 50 mg/l Gentamycin) kultiviert und maximal im

Verhaltnis 1:8 geteilt.
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RTS3b Zellen wurden in E-Medium-FKS (10 % FKS) kultiviert und im maximalen Verhaltnis 1:6 geteilt.

Immortalisierte NHK-Zellen wurden in E-Medium zusammen mit teilungsunfiahigen NIH3T3-)2-
Fibroblasten in Kokultur gehalten. Zum Passagieren wurden diese Zellen nach der Aufnahme in
serumhaltigem Medium in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fiir 5min bei 250xg ab
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in frischem E-Medium aufgenommen und
im maximalen Verhaltnis 1:4 auf Kulturschalen mit teilungsunfahigen NIH3T3-J2-Fibroblasten

gesplittet.

NHK wurden in KSFM (mit EGF, BPE und 50 mg/l Gentamycin) kultiviert. Beim Passagieren der Zellen
wurden diese nach dem Ablosen mit Trypsin-EDTA in serumhaltigem Medium aufgenommen, in ein
Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und fir 5 min bei 250 x g ab zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
KSFM aufgenommen, erneut fiir 5 min bei 250 x g ab zentrifugiert, in frischem KSFM aufgenommen

und im maximalen Verhaltnis 1:3 gesplittet.

3.2.2.2 Mitomycin-Behandlung von NIH3T3-J2

Um Fibroblasten fir die Kokultur teilungsunfahig zu machen, wurden die Zellen mit Mitomycin C
behandelt. Dies verhindert weitere Zellteilungen, indem es die Ausbildung des Spindelapparates
hemmt. Dazu wurde das Medium einer zu ca. 80 % konfluenten 100 mm Kulturschale mit NIH3T3-J2-
Fibroblasten abgesaugt, durch 5 ml frisches DMEM-CS (10 % CS und 50 mg/l Gentamycin) ersetzt und
mit 100 pl Mitomycin C (400 pg/ml in PBS) versetzt. Die Zellen wurden fir 60 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert und anschlieRend dreimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Die nun

teilungsunfahigen Zellen wurden als Feeder-Zellen verwendet.

3.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir die langfristige Lagerung von Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren.
Dazu wurden die Zellen einer 100 mm Zellkulturschale mit 2 ml Trypsin-EDTA abgel6st und nach
Inaktivierung des Trypsin-EDTA durch Zugabe von serumhaltigem Medium in Zentrifugenréhrchen
Uberfiihrt und fir 5 min bei 250 x g ab zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium
aufgenommen und auf zwei Einfrierréhrchen verteilt. Mit Hilfe einer Einfrierbox wurden die Zellen
langsam (1 °C/min) auf -80 °C eingefroren und nach 24 Stunden in flissigen Stickstoff umgesetzt. Als
Einfriermedium wurde das entsprechende Kulturmedium der Zelllinie verwendet, welches mit 10 %
des jeweiligen Serums (FKS, CS bzw. HC-FKS) sowie 10 % DMSO (fiir DMEM-CS, DMEM-FKS und
KSFM) bzw. 20 % Glycerin (fiir E-Medium und E-Medium-FKS) versetzt wurde.
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Fir das Auftauen von Zellen wurde das Einfrierréhrchen bei 37 °C im Wasserbad angewarmt, die
Zellsuspension anschlieBend in 10 ml entsprechendem Kulturmedium aufgenommen und in eine

100 mm Zellkulturschale Gberfiihrt. Am darauffolgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2.2.4 Stabile Isotopenmarkierung mit Aminosauren in Zellkultur (SILAC)

Bei der SILAC Methode handelt es sich um eine massenspektrometrische Technik, welche die
Quantifizierung von Proteinen aus unterschiedlichen Zellkulturen durch die Markierung mit stabilen
Isotopen ermdoglicht.

Dabei werden die zu vergleichenden Zellen in Zellkulturmedien kultiviert, welche die essentiellen
Aminosauren Arginin und Lysin in verschiedenen Varianten (leicht, medium oder schwer) enthalten.
Diese Aminosauren werden in die Proteine der Zellen eingebaut, wodurch sich die Masse der
Proteine verandert ohne sonstige chemische oder physikalische Eigenschaften der Proteine zu
verandern (Ong et al., 2002; Macek et al., 2009). Um eine moglichst vollstdndige Markierung zu
gewadhrleiten missen die verwendeten Zellen fir mindestens fiinf Zellteilungen in den
entsprechenden SILAC-Medien kultiviert werden. Fiir die Experimente, welche im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt wurden, wurden die zu markierende Hela Zellen daher fiir mindesten 14 Tage in
den SILAC Medien kultiviert bevor sie mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transfiziert

wurden.

3.2.2.5 DNA Transfektion von Humanzellen mit einem Komplexbildner

Fir die Transfektion von DNA in Humanzellen wurden einen Tag vor der Transfektion die Zellen auf
Zellkulturschalen ausgesit. Die Transfektion erfolgte (mit Ausnahme fiir die SILAC Experimente)
immer mit dem Komplexbildner FUGENE HD (Promega) nach Angaben des Herstellers. In einem
sterilen Polystyrol-Réhrchen (PS-Réhrchen) wurde OptiMEM mit der DNA vermischt und
anschlieRend FUGENE HD im Verhéltnis 5:2 (5ul FUGENE auf 2 ug DNA) zugegeben. Der
Transfektionsansatz wurde durch Vortexen gemischt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Indessen wurde das Medium der zu transfizierenden Zellen gewechselt. Nach der Inkubation wurde
der Transfektionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Medium
der transfizierten Zellen erneut gewechselt und 48 Stunden nach Transfektion die Zellen geerntet,

bzw. die entsprechende Analyse durchgefiihrt.

Fir die SILAC Experimente wurden Zellen mit dem liposomenbasierten Komplexbildner
Lipofectamin™ 3000 (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben transfiziert. In einem sterilen

Polystyrol-Réhrchen wurde das Reagenz in dem entsprechenden SILAC-Medium verdinnt und in
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einem zweiten Polystyrol-Rohrchen wurde die DNA mit dem P3000™ Reagenz in dem
entsprechenden SILAC-Medium verdiinnt. Die DNA wurde anschlieBend zum Lipofectamin™ 3000
gegeben, der Ansatz gut gemischt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Mediumwechsel der zu transfizierenden Zellen wurde der Transfektionsansatz tropfenweise zu den

Zellen gegeben. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.

Die Luziferase-Reporteranalysen wurden in 24 x 10 mm Zellkulturplatten durchgefiihrt. Daflr wurden
pro Vertiefung 30.000 Hela oder RTS3b Zellen bzw. 40.000 immortalisierte NHK Zellen ausgesat. Die

Zellen wurden (falls nicht anders angegeben) nach folgendem Schema transfiziert:
Hela und RTS3b Zellen:

REPORTERPLASMID E1 PLASMID E2 PLASMID E8ME2 PLASMID

50 ng 100 ng 10 ng 10 ng
(pGL31URR-Luc)

100 ng - 10 ng 10 ng
(pC18-SP1-Luc)

Immortalisierte NHK-Zellen:

REPORTERPLASMID E1 PLASMID E2 PLASMID E8ME2 PLASMID

300 ng 300 ng 30 ng 30 ng
(pGL31URR-Luc)

300 ng - 30 ng 30 ng
(pC18-SP1-Luc)

Wenn notig wurde zum Ausgleich der DNA Menge das leere Expressionsplasmid pSG5 zugegeben. Als

Expressionskontrolle wurde das Expressionsplasmid pCMV-Gluc verwendet (0,5 ng pro Ansatz).

3.2.2.6 Etablierung stabiler HPV31-positiver Zelllinien

Fiir die Etablierung stabiler HPV31 positiver NHK Zellen wurde zunachst ein Plasmid, welches das
HPV31 Genom enthilt (pMod BR HPV31) mit EcoRl gespalten um das virale Genom aus dem
bakteriellen Vektor frei zu setzten und anschliefend die virale DNA (iber ein Agarosegel auf gereinigt.
Nach der Elution der DNA aus dem Agarosegelen (siehe Abschnitt 3.2.4.4) wurde diese mit Hilfe der
T4-DNA-Ligase (10 pg/ml, Fermentas) tiber Nacht bei 16 °C religiert. Um die DNA zu konzentrieren,

wurden am nichsten Tag 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen Natriumacetat zu den Proben
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gegeben und diese liber Nacht (16-18 h) bei -20 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben fiir
eine Stunde bei 20.000 x g ab zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit 1 ml
70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde luftgetrocknet und anschlieBend in 50 ul H20

resuspendiert.

Die zu transfizierenden NHK Zellen wurden in KSFM Kulturmedium auf 60 mm Zellkulturschalen
ausgesat und am nachsten Tag unter Verwendung von FUGENE HD (Promega) mit 4 ug religiertem
Genom transfiziert. Aulerdem wurden die Zellen mit 2 ug des Expressionsplasmids pSV2neo
kotransfiziert, welcher eine Resistenz gegeniiber G418 kodiert. Vierundzwanzig Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen auf 100 mm Zellkulturschalen mit teilungsunfahigen Neomycin-
resistente 3T3-J2-NHP und E-Medium Uberfiihrt und weitere 24 Stunden spater die Zellen mit dem
Neomycin-Analogon G418 (100 ug/ml) selektioniert. Die Selektion erfolgte fir ca. eine Woche, wobei
an jedem zweiten Tag das Zellkulturmedium entfernt und durch frisches Medium mit zugesetztem
G418 (100 pg/ml) ersetzt wurde. Als Selektionskontrolle wurden nicht infizierte NHK mitgefihrt.
Nach abgeschlossener Selektion wurden die Zellen in Kokultur mit teilungsunfdahigen NIH3T3-J2

kultiviert.

3.2.2.7 Differenzierung von HPV31-positiven Zelllinien in organotypischen Zellkulturen

Organotypische Zellkulturen (auch Raft Kulturen) sind dreidimensionale Zellkulturen, welche die
Untersuchung der Keratinozytendifferenzierung erméglichen. Fiir die Etablierung dieser Zellkulturen
wurde zuerst eine Kollagen-Fibroblasen-Matrix als dermales Aquivalent generiert. Hierfiir wurden
1x10° NIH3T3-J2 Zellen in 300 ul 10x Rekonstitutionspuffer, 300 pul 10x DMEM und 2,4 ml Kollagen
Typ 1 (vom Rattenschwanz) aufgenommen. Je 3 ml dieser Suspension wurden in Zellkultureinsatze
flr 6 x 35 mm Zellkulturschalen tiberfiihrt, welche eine Polycarbonatmembran mit einer Porengrof3e
von 3,0 um besitzen (Thermo Fisher Scientific) und zur Aushartung fir eine Stunde bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Nach dem Ausharten wurden 2 ml E-Medium auf die Kollagenmatrix und 2 ml
in den duleren Rand der Schale gegeben. Nach 30 Minuten erfolgte ein Mediumwechsel. Dieser
Schritt wurde zwei weitere Male wiederholt.

Auf die fertige Kollagen-Fibroblasen-Matrix wurden 4x10° Zellen der stabilen HPV31-positiven
Keratinozytenzelllinien in 2 ml E-Medium aufgebracht und fir 48 Stunden kultiviert, wobei nach 24
Stunden ein Mediumwechsel erfolgte. Nach 48 Stunden erreichten die Zellen die Konfluenz, was
durch eine Gelbfarbung des Zellkulturmediums zu erkennen war. Die Zellkultureinsdtze wurden dann
aus den 6 x 35 mm Zellkulturschalen entnommen und in je eine 100 mm Zellkulturschale Gberfiihrt.
Das Medium auf der Kollagenmatrix wurde vollstindig entfernt und nur in die &duBere

Zellkulturschale wurden 7 ml E-Medium ohne EGF gegeben. Die Zellen wuchsen somit an der Grenze
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von Medium und Luft und wurden nur durch Diffusion des Mediums durch die
Polycarbonatmembran der Zellkultureinsdtze versorgt. Jeden zweiten Tag wurde das Medium

gewechselt und nach 12 Tagen wurden die organotypischen Zellkulturen geerntet.

3.2.2.8 Ernten der organotypischen Zellkulturen

Zum Ernten der organotypischen Zellkulturen wurden diese zusammen mit der darunterliegenden
Kollagenmatrix aus den Zellkultureinsdtzen herausgeschnitten und die Polycarbonatmembran
entfernt. AnschlielRend wurde das Epithel von der Kollagenmatrix abgezogen. Das Gewebe wurde
zuletzt mit einem Skalpell in kleinere Proben fiir die DNA-Isolation, die RNA-Isolation oder die
Anfertigung von Kryoschnitten zerteilt. Fiir die Anfertigung der Kryoschnitte wurde das gewonnene
Gewebe zweimal zusammengefaltet, in flissigem Stickstoff schockgefroren, in Kryoeinbettformen
mit Tissue-Tek® O.C.T. Compound Uberfihrt und auf Trockeneis tiefgefroren. Die Lagerung des

eingebetteten Gewebes erfolgte bei -80 °C.

3.2.3 Analysen von eukaryotischen Zellen

3.2.3.1 Luziferase-Reporteranalyse

Die Luziferase-Reporteranalysen wurden 48 Stunden nach DNA-Transfektion durchgefiihrt. Zunachst
erfolgte die Aktivitatsmessung der Gaussia Luziferase, welche nach der Synthese sekretiert wird und
daher im Uberstand nachweisbar ist. Jeweils 100 pl Gaussia-Juice (Gaussia-Juice Big Kit, PJK), welcher
2 ul des Substrates Coelenterazine (CTZ) enthélt, wurden in einem Luziferase-Réhrchen mit 5 pl des
Zellkulturiberstandes vermischt und der Substratumsatz im Luminometer gemessen. Um die Firefly
Luziferase-Aktivitat zu bestimmen wurden die Zellen zweimal mit 500 pl kaltem PBS gewaschen und
anschlieRend in 150 pl kaltem Lysepuffer fir 10 min lysiert. Von diesem Lysat wurden 100 pl mit
100 pl Analysepuffer vermischt und die Luziferase-Aktivitdt im Luminometer bestimmt.

Fir jeden Transfektionsansatz wurden Doppelwerte gemessen. Die RLU-Werte der Firefly Luziferase
wurden in Relation zu den RLU-Werten der Gaussia Luziferase gesetzt (Fluc/Gluc) und anschlieRend
die Doppelansitze gemittelt. Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des EDV-

Programmes Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) ausgewertet.

40



MATERIAL UND METHODEN

3.2.4 DNA-Methoden

3.2.4.1 DNA-Standardmethoden

Folgende Methoden wurden nach Protokoll gemaR (Ausubel et al., 1990) durchgefiihrt:

e Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
o Dephosphorylierung der 5-Enden von DNA-Fragmenten

o Gelelektrophorese von Nukleinsduren (Agarosegele)

3.2.4.2 Amplifikation von Gensequenzen mittels PCR

Fir die Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefiihrt. Dabei wurden spezifische Oligonukleotide und die Pyrobest® DNA-Polymerase (Takara)

aus Pyrococcus sp. verwendet.

Fir die Amplifikation wurde folgendes Standardprotokoll des Herstellers verwendet:

Initiale Denaturierung 95 °C, 5 min

Denaturierung 95 °C, 10 min

Primerbindung 55°C, 30s 30 zyklen
Elongation 72°C,60s

Finale Elongation 72°C,10s

Ende 10 °C, o=

3.2.4.3 Praparative Plasmidisolation aus Bakterienzellen

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgte mit dem QlAprep® Spin Miniprep Kit,
dem QlAgen® Plasmid Plus Midi Kit oder dem QlAgen® Plasmid Plus Maxi Kit von Qiagen nach
Anleitung des Herstellers. Die DNA wurde in 50-400 pl ddH,O resuspendiert und die DNA-

Konzentration und Reinheit mit Hilfe des Spektralphotometers ND-1000 (Nanodrop®) bestimmt.

3.2.4.4 DNA-Fragmentelution aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden unter ultraviolettem Licht aus Agarosegelen ausgeschnitten und mit
dem QIAquick® Gel Extraction Kit von Qiagen nach Herstellerangaben auf gereinigt. Die DNA wurde

in 50 ul ddH,0 resuspendiert.
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3.2.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Die Ligation der aus Agarosegelen eluierten DNA-Fragmente mit linearisierten Vektoren erfolgte mit
dem Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben. Die dadurch erzeugten zirkularen

Plasmide wurden anschliefend in kompetente E.coli DH5a transformiert.

3.2.4.6 Hybridisierung von Oligonukleotiden zu doppelstrangiger DNA

Die Oligonukleotidpaare wurden in dem entsprechenden Volumen ddH,0 geldst, sodass sie in einer
Endkonzentration von 1 pg/ul vorlagen. Zu 25 ul 2xAnnealingpuffer wurden jeweils 12,5 ul der
geldsten Oligonukleotide gegeben.

Die Hybridisierung erfolgte in einer PCR-Maschine unter folgenden Bedingungen:

95 °C, 5 min
70 °C, 10 min
0.1°/sto 60 °C
60 °C, 10 min
0.1°/sto 50 °C
50 °C, 10 min
0.1°/sto 40 °C
40 °C, 10 min
0.1°/sto 25°C
25 °C, 10 min
0.1°/sto4°C
4°C, o0

3.2.4.7 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma GATC-Biotech (Nirnberg) durchgefiihrt.

3.2.4.8 DNA-Extraktion aus Zellen

Fir Southern Blots wurde das Medium einer konfluenten 100 mm Zellkulturschale verworfen und die
Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen anschlielend in 1 ml
PBS von der Zellkulturschale abgelost, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal} tGberfiihrt und fir 30 s bei

10.000 x g zentrifugiert. Bei Zellen, die mit Feeder-Zellen kokultiviert wurden mussten diese vor der
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Ernte entfernt werden. Dazu wurden die Zellen zuerst nach dem Waschen mit PBS fiir 3-5 min bei
37 °C mit Versen inkubiert. Die auf diese Weise angelosten Fibroblasten konnten nun mit PBS
abgewaschen werden und die zu erntenden Zellen nach zwei Waschschritten mit PBS wie oben
beschrieben geerntet werden. Das Zellpellet wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und nach
Zugabe von 5 pl Proteinase K (10 mg/ml, Fermentas) und 0,2 % SDS fiir drei Stunden bei 55 °C
inkubiert. AnschlieRend folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Die wdssrige Phase wurde mit
RNase A (50 pg/ml) versetzt und fiir eine Stunde bei 55 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die zweite
Phenol-Chloroform-Extraktion und die wassrige Phase wurde zuletzt mit 2,5 Volumen Ethanol und
1/10 Volumen Natriumacetat versetzt und Gber Nacht (16-18 h) bei -20 °C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Probe fiir eine Stunde bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet zweimal mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde luftgetrocknet, in 50 pl
H20 resuspendiert und die DNA-Konzentration und Reinheit mit dem Spektralphotometer ND-1000

(Nanodrop®) bestimmt.

DNA aus organotypischen Zellkulturen fiir die Analyse in der Multiplex gRT-PCR wurde mit dem EZ1
DNA Tissue Kit (Qiagen) isoliert. Daflir wurden das Gewebe zundchst mit 190 ul Proteinase K Puffer
sowie 10 ul Proteinase K versetzt und Gber Nacht bei 65 °C im Schittler inkubiert. Die DNA wurde
anschlieRend mit Hilfe der BioRobot EZ1 Workstation und dem dazugehorigen EZ1 DNA Tissue Kit

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

3.2.4.9 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Fir die radioaktive Markierung von DNA-Sonden wurde das HPV31wt-Genom aus dem Plasmid pMod
BR HPV31 als Template benutzt. Die durch EcoRlI linearisierte DNA wurde mit Hilfe des Decalabel
DNA Labeling Kits (Thermo Fisher Scientific) nach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert. Dabei
erfolgte nach einem ersten Denaturierungsschritt die Markierung durch eine Auffillreaktion mit a-
32p_dCTP und dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E.coli. Die DNA-Sonden wurden
anschlieRend mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) auf gereinigt. Die Aufreinigung
erfolgte nach Angaben des Herstellers mit folgenden Anderungen: Es wurden 5 Volumen Puffer PNI
zu den Proben gegeben und die Elution erfolgte in 150 pl Puffer EB. Die Aktivitdt der Sonde wurde

mit einem Szintillationszahler bestimmt.

3.2.4.10 Southern Blot

Jeweils 15 pg der entsprechenden Proben wurden fir drei Stunden bei 37 °C mit Hindlll (linearisiert

das virale Genom) oder mit Notl (schneidet das virale Genom nicht) verdaut. Die verdauten Proben
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wurden auf ein 0,7 %iges Agarosegel mit 5 ug/ml Ethidiumbromid aufgetragen und bei 70 Volt fir ca.
drei Stunden aufgetrennt. Als Langenstandards wurden der A-Hindlll-Marker und 100 pg des
linearisierten HPV31wt-Genoms aufgetragen. Nach dem Lauf wurde das Gel fiir 30 min in 0,25 M HCI
geschittelt (Depurinierungsschritt) und anschlieBend mit ddH,O gewaschen. Die Nylonmembran
(GeneScreenPlus, PerkinElmer) wurde zunachst mit ddH,0 gewaschen und anschlieRend flir 15 min
in 0,4 M NaOH &quilibriert. Fir den Transfer wurde eine Wanne mit Transferpuffer (0,4 M NaOH)
befiillt. Als Unterlage fiir den Transferaufbau diente eine Platte, welche auf die Wanne mit
Transferpuffer gelegt wurde. Auf die Platte wurden zwei mit NaOH befeuchtete Gel-Blotting
Filterpapiere gelegt. Die Enden der Filterpapiere hingen dabei in den Transferpuffer. Auf diese
Filterpapiere wurden zwei weitere befeuchtete Filterpapiere gelegt und auf diese wurde zunachst
das Agarosegel und dann die dquilibrierte Membran gelegt und zuletzt zwei weitere befeuchtete Gel-
Blotting Filterpapiere. Der Transferaufbau wurde mit einer Plastikpipette luftblasenfrei ausgerollt.
Auf den Transferaufbau wurden zum Schluss zehn saugfahige Gel-Blotting-Papiere und eine Lage
Zellstoff gelegt. Zum Beschweren wurde auf den Zellstoff eine gefiillte 500 ml Glasflasche gestellt.
Die DNA wurde Uber Nacht transferiert. Am nachsten Tag wurde die Membran zunachst zweimal mit
2x SSC gewaschen und fir zwei Stunden bei 80 °C in einem Warmeschrank getrocknet (Fixierung der
DNA). Fir die Prahybridisierung wurde die Membran in einer Hybridisierungsréhre fiir eine Stunde im
Hybridisierungsofen bei 42°C mit 10ml vorgewarmter Hybridisierungslosung und 200 pl
Lachssperma-DNA inkubiert. Die Lachssperma-DNA wurde dabei zundchst fir 10 min bei 95 °C
hitzedenaturiert und anschliefend fir 10 min auf Eis inkubiert. Wahrend der Prahybridisierung
wurde die DNA-Sonde radioaktiv markiert, mit 200 pl Lachssperma-DNA gemischt, fir 10 min bei
95 °C denaturiert und anschliefend fir 10 min auf Eis gestellt. Die Prahybridisierungslosung wurde
nach eine Stunde verworfen und durch 10 ml frische Hybridisierungslésung, versetzt mit der
denaturierten Sonde, ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei 42 °C Gber Nacht. Am nachsten Tag
wurde die Hybridisierungslésung verworfen und die Membran 60 min mit 2x SSC mit 1 % SDS bei
Raumtemperatur und zweimal fir 45 min mit 0,2x SSC mit 1% SDS bei 50 °C gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran kurz in 2x SSC gewaschen, luftgetrocknet, in Frischhaltefolie

gewickelt und die hybridisierte Sonde mit einem Phosphoimager detektiert.

3.2.4.11 Multiplex qRT-PCR

Die Multiplex qRT-PCR ermoglicht die simultane Bestimmung von HPV31E2, HPV31E6 und des
Referenzgens Beta-Aktin in einem Reaktionsansatz. Die Reaktion wurde nach folgendem Schema in

einer LightCycler® 480 Multiwell Platte 96 (Roche) angesetzt:
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10 pl Fast Advanced Mastermix (10x)

3 ul Oligonukleotid-Sonden Mischung (jeweils 4 uM)
5 ul H,0

2 ul DNA (10 ng/ul)

Die Analyse erfolgte unter folgenden Bedingungen im LightCycler® 480:

Initialer Aktivierungsschritt: 95 °C, 15 min

2-Schritt Zyklus: 56°C,10s
45 Zyklen
72 °C, 5 s (Messung)

Die Farbkompensation fiur die Farbstoffe VIC, Cy5 und FAM wurde bereits zu einem friiheren
Zeitpunkt durchgefiuhrt (Manawapat-Klopfer, 2013) und abgespeichert und konnte daher fir alle
Multiplex gRT-PCR Experimente angewandt werden. Um die Effizienz der Oligonukleotid-Sonden
Paare zu ermitteln, wurden Verdlinnungsreihen eines Plasmids mit dem HPV31 Genom (pMod BR
HPV31, 10’ Kopien - 1 Kopie in 1:10 Verdiinnungsschritten) und DNA humaner primérer
Keratinozyten (20 ng/ul - 2pg/ul DNA in 1:2 Verdinnungsschritten) hergestellt. Die
Verdiinnungsreihen wurden mit den drei Oligonukleotid-Sonden Paaren gemessen. Die ermittelte
Standardkurve wurde abgespeichert und konnte durch das Mitfiihren eines Kalibrators auf samtliche
Multiplex-Experimente angewendet werden. Die Proben wurden jeweils in Duplikaten gemessen. Die
Messung des Referenzgens Beta-Aktin ermoglichte es die absolute Zellzahl pro pl Probe zu
berechnen. Dazu wurde die Menge an genomischer DNA (ng) in der Probe durch das Gewicht eines
Genom Aquivalents (6,6 pg/Zelle) geteilt. Die Viruslast in der Probe wurde als die Anzahl der HPV31
E2 Kopien pro Zelle berechnet. Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des EDV-

Programmes Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) ausgewertet.

3.2.5 RNA-Methoden

3.2.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.
Der Lysepuffer RLT wurde nach Entfernen des Mediums direkt auf die Zellen gegeben bzw. fir die
RNA Isolierung aus organotypischen Zellkulturen wurden das Gewebe in 350 ul Lysepuffer RLT
gegeben. Anschliefend wurde das Lysat mit Hilfe des QlAshredder® Kits (Qiagen) homogenisiert. Die
RNA wurde in 50 ul RNase-freiem Wasser eluiert und die Konzentration und Reinheit mit dem

Spektralphotometer ND-1000 (Nanodrop®) bestimmt. Die Isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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3.2.5.2 Synthese von copy-DNA

Die isolierte Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben umgeschrieben. Insgesamt wurden 1000 ng Gesamt-RNA
umgeschrieben und nach abgeschlossener Reaktion wurde das Volumen mit 180 pl ddH,0 auf 200 pl

aufgefullt, so dass sich eine Endkonzentration von 5 ng/ul cDNA ergab.

3.2.5.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) wurde im LightCycler® 480 mit dem Master Mix
LightCycler® SYBR Green Master | (Roche) durchgefiihrt. SYBR Green interkaliert unspezifisch in
doppelstrangige DNA, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffes verstarkt wird. Die Messung der
Fluoreszenz findet am Ende der Elongationsphase statt und ermoglicht die Quantifizierung des
entstehenden PCR-Produkts. Pro Reaktionsansatz wurde 15 pl Mastermix auf einer LightCycler® 480

Multiwell Platte 96 (Roche) vorgelegt:

10 pl SYBR Green Master |
2 pl Primer Forward
2 ul Primer Reverse

1 ul H,0

Anschliefend wurden 5 pl (25 ng) der entsprechenden cDNA zu dem Mastermix pipettiert, die Platte
mit einer selbstklebenden Folie versiegelt und fiir 5 min bei 2000 x g und 4 °C ab zentrifugiert.

Die Analyse erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Initiale Denaturierung 95 °C, 10 min
Denaturierung 95°C, 10s
Primerbindung 55°C,15s 45 Zyklen
Amplifikation 72°C,15s
Schmelzkurve 95°C, 10 s
65 °C,30s
90 °C
Ende oo, 4 °C

Mit der zugehorigen Software des LightCycler® 480 konnte nach der PCR der CP-Wert (Crossing
Point) fir jeden Reaktionsansatz ermittelt werden. Der CP-Wert entspricht dabei dem Zyklus, bei
dem sich die Fluoreszenz erstmals signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abhebt. Alle cDNAs

wurden in Duplikaten gemessen um methodisch bedingte Schwankungen auszugleichen. Zusétzlich
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zum Zielgen wurde auch ein konstant exprimiertes Referenzgen (PGK1) mitgemessen. Die Expression
des Zielgens wurde stets auf die Expression des Referenzgens normiert, um verschiedene Proben und
Experimente vergleichen zu kénnen.

Die Berechnung der relativen mRNA-Expression des Zielgens erfolgte nach dem Modell von Pfaffl

(Pfaffl, 2001):

(EfﬁZienZZielgen ) ACPielgen (Kontrolle-Probe)

relative mRNA-Expression

Zielgen = ACPReferenz (Kontrolle-Probe)

(EfﬁZienZReferenz)

Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des EDV-Programmes Prism 7.0 (GraphPad

Software Inc., La Jolla, USA) ausgewertet.

3.2.5.4 Transkriptomanalyse

Die Transkriptomanalyse wurden von der Core Facility fir Angewandte Transkriptomik und Genomik
der Universitat Tabingen durchgefiihrt; die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch das

Zentrum fir Quantitative Biologie der Universitat TUbingen.
Beschreibung des Zentrums flir Quantitative Biologie der Universitat Tibingen:

“Die RNA-Seq libraries wurden mit dem TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit (Illumina Inc.)
nach Herstellerangaben angefertigt. Die Qualitdt und Konzentration der RNA in jeder Library wurde
mittels Qubit und einem Bioanalyzer (Agilent) gemessen. Dabei hatten alle Proben einen RIN-Wert
von >7. Die Proben wurden mit Hilfe eines HiSeq2500 Systems (lllumina Inc.) mit einem
Ausgangsformat von 125 bp paired-end Reads sequenziert. Die Qualitdt der Rohwerte wurde mit
Hilfe von FastQC (Version V0.11.4) bewertet und mit der Cutadapt Software (Version 1.8.3) die
Illumina Adapersequenzen und Basen niedriger Qualitat getrimmt (Martin, 2012). Die bearbeiteten
Reads wurden anschlieBend mit der Tophat2 Software (Version 2.1.1) und den Standardoptionen mit
dem humanen Referenzgenom (Version hgl9) abgeglichen (Kim et al., 2013). Mit Hilfe von HTSeq
(Version 0.6.0) wurden die Reads, welche eine Sequenziibereinstimmung mit Genen oder Exons
aufwiesen gezahlt (Anders et al., 2015), indem der ,union” Modus fir die ,Gene-ID“ Funktionen
ausgewahlt wurde. Um unterschiedlich exprimierte Gene zu identifizieren wurde das R Paket DESeq2
(Version 1.10.1) verwendet (Love et al., 2014). R Standard Pakete (Version 3.2.1) und ggplot2 wurden

verwendet um Abbildungen zu generieren.”
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3.2.6 Proteinbiochemische Methoden

3.2.6.1 Gesamtproteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Fir die Gesamtproteinextraktion wurde zunachst das Kulturmedium der Zellen verworfen, die Zellen
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Zellschaber die Zellen in 1 ml PBS von der
Zellkulturschale abgel6st. Die Zellen wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal (iberfihrt und fir 30 s
bei 10.000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Roti®-Load 1 (4x, Carl Roth) geldst und fiir 5 min
bei 95 °C aufgekocht. AnschlieRend wurde die Probe fir 15s mit dem Sonifizierer SonoPuls

(Bandelin) sonifiziert um die DNA zu zerkleinern. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

3.2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinextrakte wurden in eindimensionalen, diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt (Laemmli, 1970). In Abhangigkeit von der GroRRe der zu detektierenden Proteine wurden
fir die Trenngele Acrylamidkonzentrationen von 8-12% verwendet. Nach Zugabe des
Polymerisationsstarters Ammoniumpersulfat wurde die Trenngelldsung zwischen zwei vertikale
Glasplatten mit einem Abstand von 1,5 mm gegeben und mit Isopropanol lberschichte. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt, mit Wasser nachgewaschen und eine
4 % Sammelgellosung auf das Trenngel gegeben. Als Protein-GroBenmarker wurde die PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific verwendet). Die Gelelektrophorese erfolgte in 1x

SDS-Puffer fiir 45-60 min bei einer Spannung von 200 Volt.

3.2.6.3 Phosphat-Affinititselektrophorese (Phos-Tag"™" SDS-PAGE)

Der Phosphorylierungsstatus viraler Proteine wurde mittels Phosphat-Affinitatselektrophorese (Mn*'-
Phos-Tag™ SDS-PAGE) analysiert (Kinoshita et al., 2006). Dazu wurde MnCl, (Endkonzentration
100 pM) sowie das funktionelle Molekil Phos-Tag™ (Endkonzentration 50pM) in die
Polyacrylamidmatrix eines Trenngels ein polymerisiert. Da phosphorylierte Proteine mit diesem Phos-
Tag" interagieren, verringert sich ihre Migrationsgeschwindigkeit und man erhélt eine Trennung der
phosphorylierten von der nicht phosphorylierten Form. Um eine optimale Auftrennung zu erzielen
erfolgte die Gelelektrophorese bei einer maximalen Spannung von 120 V. Fir den nachfolgenden
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mussten zunachst die Mangan-lonen aus dem
Gel entfernt werden. Dazu wurde dieses zunadchst in CAPS-Transferpuffer mit 1 mM EDTA fiir 10 min
auf einem Schuttler inkubiert. Anschliefend wurde das Gel fir 10 min in CAPS-Transferpuffer ohne

EDTA gewaschen.
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3.2.6.4 Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Western Blot)

Fir den immunologischen Nachweis der Proteine nach der SDS-PAGE oder dem Phos-Tag wurden die
Proteine zunadchst im Tank-Blot Verfahren (Western Blot) auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Zunachst wurden vier Gel-Blotting Filterpapiere (Whatman) und eine
Nitrozellulosemembran auf die GroRe des Trenngels (6 cm x 9 cm) zurechtgeschnitten und in CAPS-
Transferpuffer dquilibriert. Eine zweilagige Schicht aus Filterpapier wurde auf die Kathode der
Transferapparatur gelegt. Darauf wurde erst das Trenngel, dann die Membran und abschlieRend zwei
weitere Filterpapiere gelegt und der Aufbau mit einem Zentrifugenréhrchen luftblasenfrei ausgerollt.
Der Transfer der Proteine erfolgte in CAPS-Transferpuffer in einer gekihlten Blot-Transfer-Kammer

bei einer konstanten Spannung von 90 Volt.

3.2.6.5 Immunologischer Nachweis der transferierten Proteine

Die auf eine Nitocellulosemembran transferierten Proteine wurden mit Hilfe von proteinspezifischen
Primarantikorpern sowie mit gegen die Primarantikérper gerichtete, Fluorophor-gekoppelte
Sekundarantikorper nachgewiesen. Zuerst wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
in Blockingpuffer inkubiert um unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern. AnschlieRend
wurde die Membran mit dem entsprechenden proteinspezifischen Priméarantikdrper in PBS-T Gber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal fir 5 min mit PBS-T
gewaschen und anschlieBend fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Fluorophor-gekoppelte
Sekundarantikérper in PBS-T inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 min in
PBS-T erfolgte die Detektion der Proteine mit dem LiCor® Odyssey Fc und der dazugehdrigen
Auswertungssoftware Image Studios. Um die Ergebnisse quantifizieren zu kdnnen wurde bei jedem
Westernlot auch eine Ladekontrolle detektiert. Dafiir wurde in dieser Arbeit das Protein a-Tubulin
detektiert, welches in konstanter Menge in Zellen vorhanden ist und daher zur Normalisierung
verwendet werden kann. Alle Waschschritte und Inkubationen wurden auf einem Schittler

durchgefihrt.

3.2.6.6 Herstellung nuklearer Extrakte fiir Elektromobilitdts-Shift-Analyse

Die Extraktion nukledrer Proteine fiir Elektromobilitats-Shift-Analyse erfolgte nach (Andrews & Faller,
1991). Die Zellen wurden zuerst mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS mit einem Zellschaber von der
Zellkulturschale gelost, in ein Eppendorf-Reaktionsgefall Gberfiihrt und flir 20 s bei 20.000 x g ab
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 400 pl kaltem Puffer A resuspendiert

und far 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe fiur 10 s auf einem Vortexer
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geschiittelt und fiir 10 s bei 20.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet je nach Grofle in 30-100 ul Puffer C resuspendiert und die Probe fiir 20 min auf Eis inkubiert
(Hochsalz-Extraktion). Nach einer zwei minitigen Zentrifugation bei 20.000 x g und 4 °C wurde der

Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefil tiberfiihrt.

3.2.6.7 Elektromobilitats-Shift-Analyse (EMSA)

Zur Analyse der Protein-DNA-Interaktionen in vitro wurden Elektromobilitats-Shift-Analysen
durchgefiihrt. Hierzu wird ein fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid mit dem zu analysierenden
Protein inkubiert und die Protein-DNA-Komplexe in einem nativen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
Neben einem Fluoreszenzsignal des nicht gebundenen Oligonukleotids tritt bei der Ausbildung eines
Protein-DNA-Komplexes eine weitere Bande mit verandertem Laufverhalten auf (Shift).

Fir Elektromobilitats-Shift-Analysen wurden 3x10° HeLa Zellen in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat
und nach 24 Stunden mit dem Expressionsplasmid fiir das zu untersuchende Protein transfiziert.
Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden aus den Zellen nukledre Proteine extrahiert
(Abschnitt 3.2.6.6). Zwei komplementdre Oligonukleotide, welche die zu untersuchende
Bindungsstelle enthalten und am 5‘Ende mit dem Farbstoff DY681 markiert sind wurden
miteinander hybridisiert (Abschnitt 3.2.4.6) und anschliefend mit H,0 auf eine Endkonzentration von
40 fmol/ul eingestellt. AnschlieRend erfolgte die Bindungsreaktion des fluoreszenzmarkierter DNA-

Doppelstrang-Oligonukleotid mit den nukledren Proteinen nach folgendem Schema:

2 ul 5x Bindepuffer

0,5 ul Poly(dA-dT) (1 pg/ul)
2,5 ul H,0

3 pl nukledrer Extrakt

1 ul Oligonukleotid

Der Ansatz wurde fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend direkt auf ein natives
4 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen, welches bereits fiir 30 min bei 100 V und 4 °C vorgelaufen
lassen wurde. Nach Auftragen der Proben wurde das Gel unter denselben Bedingungen fiir weitere
45 min laufen gelassen und anschlieBend mit dem LiCor® Odyssey Fc und der dazugehérigen

Auswertungssoftware Image Studios analysiert.

3.2.6.8 (Ko-) Immunprazipitation

Zur Analyse moglicher Bindungspartner oder post-translationaler Modifikationen (PTM) der viralen

Proteine wurden (Ko-) Immunprazipitationen in Hela bzw. Hela pinducer 31E8"E2-HA Zellen
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durchgefiihrt. Fiir PTM-Analysen von HPV31E2 wurden ca. 5x 10’ Hela Zellen (20x 150 mm
Zellkulturschalen), fiir PTM-Analysen von HPV31 E8AE2 ca. 2,25x 10° Hela pIinducer 31E87E2-HA
Zellen (90x 150 mm Schalen), fur die Analyse moglicher Bindungspartner mittels Western Blot ca.
5x 10° Hela Zellen (2x 150 mm Schalen) und fir die SILAC Massenspektrometrie ca. 7,5x 10° zuvor
markierte Hela Zellen (3x 150 mm Zellkulturschalen) ausgeséat. Hela Zellen wurden 24 Stunden nach
dem Aussden transfiziert, Hela plnducer 31E8"E2-HA Zellen bei Erreichen der Konfluenz mit
Doxycyclin (1 pg/ml) induziert. Vierundzwanzig Stunden nach Doxycyclin-Induktion bzw. 48 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen zweimal in jeweils 5 ml PBS gewaschen, mit Hilfe eines
Zellschabers in 3 ml PBS abgeschabt und fiir 5 min bei 500 x g und 4°C ab zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in dem entsprechenden Lysepuffer (250 ul pro verwendeter
150 mm Zellkulturschale) mit zugesetzter Benzonase (250 U, Novagen) fiir 30 min bei 4 °C in einem
Uberkopfrotator lysiert. AnschlieRend wurde das Lysat fir 10 min bei 20.000xg und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR (iberfiihrt. Dabei wurden 10 % des
Lysats abgenommen, direkt mit Roti®-Load 1 (4x, Carl Roth) versetzt und fir 5 min bei 95 °C
aufgekocht (£ Input; IN). Das restliche Lysat wurde mit anti-HA Beads (10 ul pro verwendeter
150 mm Zellkulturschale) von Miltenyi Biotech versetzt und fiir zwei Stunden bei 4 °C in einem
Uberkopfrotator inkubiert. Das Zelllysat-Bead-Gemisch wurde nach der Inkubation auf eine pMACS®
column (Miltenyi Biotech) Saule gegeben, welche zuvor mit 500 pl Lysepuffer dquilibriert wurde.
Nachfolgend wurde die Saule 2x mit 1 ml Lysepuffer gewaschen. Alle Schritte wurden dabei bei 4 °C
durchgefiihrt. Die gebundenen Proteine wurden mit Roti®-Load 1 (4x, Carl Roth) von den Beads
eluiert, anschlieBend fiir 5min bei 95°C aufgekocht und die Eluate entweder mittels
Massenspektrometrie analysiert oder zusammen mit dem Input mittels Western Blot auf die

Anwesenheit der entsprechenden Interaktionspartner untersucht.

3.2.6.9 Verdau von Proteinen fiir die Proteom-Analyse

Beschreibung und Ausfihrung durch das Quantitative Proteomics & Proteome Center Tuebingen:

,Die Proteinproben wurden auf ein SDS-PAGE Gel geladen und nach dem Lauf Coomassie gefarbt. Die
Coomassie gefarbten Gelstlicke wurden wie zuvor beschrieben verdaut (Burian et al., 2015). Die

extrahierten Peptide wurden mit C18 Stage tips entsalzen und mittels LC-MS/MS analysiert.”

3.2.6.10 LC-MS/MS Analyse

Beschreibung und Ausflihrung durch das Quantitative Proteomics & Proteome Center Tuebingen:
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,Die LC-MS/MS Analysen wurden mit Hilfe einer EasyLC nano-HPLC (Proxeon Biosystems), gekoppelt
an einen LTQ Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Die Auftrennung der Peptid-
Gemische erfolgte auf einem 15 cm Quarzglas Emitter mit 75 pm inneren Durchmessern (Proxeon
Biosystems), auf welchem hausintern Reversed-Phase-Kieselgel ReproSil-Pur C18-AQ 3 um (Dr.
Maisch GmbH) aufgebracht wurde. Die Peptide wurden mit einer Durchflussrate von 500 nl/min in
Losung A (0,5% Essigsdure) in die Trennsdule eingebracht und mit einer Durchflussrate von
200 nl/min aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte mittels eines linearem 60 min Gradienten von 5-33
% Losung B (80 % Acetonnitril in 0,5% Essigsdure). Der LTQ Orbitrap Elite wurde im positiven
lonenmodus betrieben. Die Erfassung der Ubersichtsspektren erfolgte in einem Bereich von m/z 300
bis 2000 in einem Orbitrap Mass Analyzer mit einer Auflésung von 120.000. Die 15 oder 20
intensivsten lonen wurden sequentiell isoliert. Hochauflosende HCD MS/MS Spektren wurden mit
einer Auflésung von 15.000 und einem Zielwert von 40.000 erfasst. Die normalisierte
Kollisionsenergie wurde auf 35, die Aktivierungszeit auf 0,1 Milisekunden und die erste Masse auf
120 Th eingestellt. Die fragmentierten Massen wurden nach MS/MS fiir 60 Sekunden ausgeschlossen.
Die Zielwerte betrugen 10° Ladungen fiir den MS-Priifmodus und 5000 Ladungen fur den MS/MS

Prifstand mit einer Laufzeit von 100 Milisekunden bzw. 150 Milisekunden.”

3.2.6.11 MS Daten Verarbeitung und Analyse

Beschreibung und Ausfiihrung durch das Quantitative Proteomics & Proteome Center Tuebingen:

,Die MS Daten wurden mit dem MaxQuant Software Paket (Version 1.2.2.9) prozessiert (Cox &
Mann, 2008). Die Datenbank Suche wurde mit der, im MaxQuant integrierten, Andromeda
Suchmaschine durchgefiihrt (Cox et al., 2011). Die Datenbank Suche wurde mit einer von ,,Uniprot”
abgerufenen, humanen Datenbank (Taxonomienummer 9606) durchgefiihrt, welche 91646 Proteine
und 285 haufig auftretende Laborkontaminanten beinhaltet. Zusatzlich wurde eine HPV Datenbank
und Datenbanken fir die Tag-Sequenzen verwendet. Die Endoprotease Trypsin wurde als Protease
definiert und maximal zwei fehlende Schnitte toleriert. Die Oxidation und N-terminale Acetylierung
von Methioninen sowie Acetylierung (K) und Phosphorylierung (STY) wurden als variable
Modifikationen spezifiziert. Die maximale Massentoleranz wurde auf sechs ppm festgelegt.
Carbamidomethylierung von Cysteinen wurde als feste Modifikation definiert.
Requantifizierung wurde aktiviert. Es wurden nur Peptide verwendet, bei denen die

Wahrscheinlichkeit einer zufalligen, falschen Zuordnung bei bzw. unter einem Prozent lag.”
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3.2.6.12 Chromatin-Immunprazipitation (ChIP)

Fir Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) Experimente wurden 1x 10’ Hela Zellen auf 150 mm
Zellulturschalen ausgesit (2,5x 10° Zellen je Schale) und nach 24 Stunden transfiziert. Achtundvierzig
Stunden nach der Transfektion wurde die Chromatin-Immunprazipitation mit dem SimpleChIP®
Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads, Cell Signaling) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Abweichend vom Protokoll wurden 4 ul anstatt 5 ul Mikrokokken Nuklease fir den Verdau des
Chromatins verwendet. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die prazipitierte
DNA wurde in einer gRT-PCR gemessen und die Signalanreicherung fiir den anti-HA Antikorper relativ
auf die Positivkontrolle H3 bezogen. Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden mit Hilfe des

EDV-Programmes Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) ausgewertet.

3.2.6.13 Anfertigung von Kryoschnitten

Die eingefrorenen Gewebe (vgl. Abschnitt 3.2.2.8) wurden mit einem gekihlten Cryostat Microtome
(Reichert-Jung) geschnitten. Die 6 uM dicke Schnitte wurden auf einen SuperFrost® Objekttrager
(Carl Roth) aufgenommen und die Objekttrdger zum Fixieren der Schnitte fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur in PBS mit 4 % Paraformaldehyd inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte
zweimal flr jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen und in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
entwassert (50 %, 75 %, 100 %, jeweils flinf Minuten Inkubation). Die Schnitte wurden bei -80 °C

gelagert.

3.2.6.14 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse von Proteinen

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden 1,5x 10° Zellen entweder auf Glasplattchen in einer
6x 35 mm Zellkulturplatten (Hela Zellen) oder in 35 mm Glasbodenschilchen (MatTek,
immortalisierte Keratinozyten) ausgesat und nach 24 Stunden transfiziert. Achtundvierzig Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen zwei Mal in PBS gewaschen und anschlieBend mit einem 1:1
(v/v) Gemisch aus Methanol und Aceton fir 2 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellen wurden
erneut dreimal in PBS gewaschen und mit einem proteinspezifischen Primarantikorper in PBS mit 3 %
BSA fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS-T wurden die
Zellen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden Fluorophor-gekoppelte
Sekundarantikorper inkubiert. AnschlieRend wurde erneut dreimal mit PBS-T gewaschen und die
Zellen mit einer DAPI-Farbeldsung (0,01 pg/ml in PBS) fiir 20 Sekunden geféarbt. Nach dreimaligem

Waschen mit PBS-T wurden die Glasplattchen mit SlowFade™ Gold Antifade Mountant (Thermo
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Fisher Scientific) auf Objekttragern fixiert, bzw. die Zellen in den Glasbodenschalchen in 1 ml PBS

direkt mikroskopiert.

Fir die indirekte Immunfluoreszenz der Kryoschnitte wurden diese zunachst fiir eine Stunde in
Blockingpuffer inkubiert. Die Primarantikorper wurden in Antikdrper-Verdiinnungspuffer angesetzt
und mit den Schnitten bei 4 °C liber Nacht inkubiert. Nach einem Waschritt mit PBS wurden die
Schnitte  mit  Fluorophor-gekoppelte = Sekundarantikérpern  (angesetzt in  Antikorper-
Verdinnungspuffer) fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden erneut
gewaschen, mit der DAPI-Farbelosung (0,01 pug/ml in PBS) fiir 20 s inkubiert und mit SlowFade™ Gold

Antifade Mountant ein gedeckelt.

Die Aufnahmen wurden mit einer 200-fachen VergroRerung (Kryoschnitte) bzw. mit einer 630-fachen
VergroRerung an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop in Kombination mit einem Zeiss ApoTome

gemacht.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Phosphorylierung von HPV31 ES"E2

4.1.1 Massenspektrometrische Analyse von HPV31 ES8"E2 und E2

Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass die E2 Proteine von Papillomviren post-translational
modifiziert werden, und dass diese Modifikationen Auswirkungen auf die Aktivitdt der Proteine
haben. Fir das E2 Protein vom bovinen Papillomvirus 1 (BPV1) konnten die beiden
Hauptphosphorylierungsstellen $298 und S301 identifiziert werden, welche sich beide in der Hinge-
Region des Proteins befinden (McBride et al., 1989). Auch fir die humanen Papillomvirus Typen 8
und 16 konnten Phosphorylierungen in der Hinge-Region der E2 Proteine lokalisiert werden

(Johansson et al., 2009; Sekhar et al., 2010; Chang et al., 2014).

Um die Frage zu beantworten, ob auch die E2 sowie E8"E2 Proteine des Hochrisiko-Typ HPV31 post-
translational modifiziert werden, wurden zunachst massenspektrometrische Analysen in Kooperation
mit dem Quantitative Proteomics & Proteome Center Tuebingen durchgefiihrt. Fiir die Analyse des
Phosphorylierungsstatus der HPV31 E8”E2 Proteine wurde eine Hela basierte Zelllinie verwendet, in
welcher die Expression des HA-markierten HPV31 E8”E2 Proteins durch die Zugabe von Doxycyclin
induziert werden kann (Hela pinducer 31E87E2-HA Zellen). Sechzehn Stunden nach Induktion
wurden die Zelllysate mit magnetischen anti-HA Beads prazipitiert und das Prazipitat anschliefend
massenspektrometisch analysiert. Dabei wurden in einem ersten Experimente die Peptide durch
einen Trypsinverdau generiert, wodurch eine Sequenzabdeckung von 68 % erreicht werden konnte.
In diesem Experiment wurden Phosphorylierungen an den Serinen 78 (S78) und 81 (S81) identifiziert.
Um die Sequenzabdeckung im nachfolgenden Experiment zu erhéhen, wurden die Proteine zusatzlich
zum Verdau mit Trypsin auch mit LysC verdaut, was in einer Sequenzabdeckung von 94 % resultierte.
In diesem Experiment konnten die beiden Phosphorylierungen an den Serinen 78 und 81 bestatigt
werden und zusétzlich eine weitere Phosphorylierung an dem Serin 100 (5100) identifiziert werden
(Abbildung 4A).

Um den Phosphorylierungsstatus von HPV31 E2 Proteinen zu untersuchen wurden Hela Zellen mit
dem Expressionsplasmid flir HA-markiertes HPV31 E2 transfiziert. Achtundvierzig Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert und E2 mit magnetischen anti-HA Beads prazipitiert. In einem
ersten Experiment wurden die Proteine fiir die anschlieBende massenspektrometrische Analyse mit

Trypsin verdaut, was in einer Sequenzabdeckung von 56 % und der Identifizierung von
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Phosphorylierungen an den Serinen 266 (5266) und 269 (S269) resultierte. Diese Serine entsprechen
dabei den Serinen 78 und 81 des E8"E2 Proteins (Abbildung 4A und B). Beide Modifikationen
konnten jedoch in dem nachfolgenden Experiment, bei welchem die Proteine ebenfalls mit Trypsin
verdaut wurden, nicht bestatigt werden. Obwohl die Sequenzabdeckung mit 35 % nur sehr gering
war ist dies nicht der Grund fir die fehlende Reproduzierbarkeit, da Peptide welche die
entsprechenden Serine beinhalten nachgewiesen werden konnten. Fir die erneute Wiederholung
der Analyse wurden die Peptide durch einen Verdau mit Trypsin und LysC generiert, wodurch einer
Sequenzabdeckung von 61 % erzielt wurde (Abbildung 4A). Jedoch konnten auch bei dieser Analyse
die Phosphorylierungen der Serine 266 und 269 nicht bestdtigt werden, obwohl auch in diesem
Experiment Peptide nachgewiesen wurden, welche diese Serine enthalten. Ebenfalls konnte in
keinem der Experiment eine Phosphorylierung des Serins 288 identifiziert werden, welches dem

Serin 100 des E8"E2 Proteins entspricht.

A HPV31 ES*E2 HPV31 E2
Sequenz Phosphorylierung Sequenz Phosphorylierung
Exp. Abdeckung (Position) Exp. Abdeckung (Position)
[%] [%]

S78 5266

#1 68 S81 #1 6 S269
578 #2 35
S81

#2 94 3100 0 61 -

LLRGDSVDSVNCGVISAAACTNQT  AVSCPATTP

/7 N\ AN
S266 5269 5288
s78 81 $100

Abbildung 4: HPV31 E8"E2 und E2 werden phosphoryliert. Zelllysate von Hela pinducer 31E8"E2-HA
Zellen bzw. von E2-HA transfizierten Hela Zellen wurden mit magnetischen anti-HA Beads prazipitiert
und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. (A) Ergebnisse der Nano LC-MS/MS Analysen
mit Angabe der Sequenzabdeckung und der identifizierten Phosphorylierungen. (B) Schematische
Darstellung der E2 und E87E2 Proteine. Die identifizierten Phosphorylierungsstellen sind
unterstrichen.
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Beim Vergleich der Aminosauresequenz verschiedener Alpha-9 Papillomviren, zu welcher Gattung
auch HPV31 gehort zeigte sich, dass die Serine 78, 81 und 100 in den E8”E2 Proteinen nur maRig

konserviert sind. Das Seri

HPV16, 31, 35, 52 und 58

Alpha-Papillomviren zeigte sich, dass das Serin 78 in den E8”E2 Proteinen von HPV11, 16, 26, 31, 39,

n an Position 78 ist bei HPV16, 31, 52 und 67 vorhanden, Serin 81 bei
und Serin 100 nur bei HPV31 und 35 (Abbildung 5A). Beim Vergleich aller

42,43, 44,51, 52,59, 67,68, 74, 82, 85, 87 und 125 vorhanden ist (Abbildung 5B).

HPV31
HPV1G6
HPV33
HPV35
HPV52
HPV58
HPV67

HPV11
HPV16
HPV26
HPV31
HPV39
HPV42
HPV43
HPV44
HPV51
HPV52
HPV59
HPV67
HPV68
HPV74
HPV82
HPV85
HPV87
HPV125

Abbildung 5: Aminosau

LLRGD—EggEXNC——GVISAAACTNQTRAVECPATTP
- P

LLHRD ————ILTAFNSSHKGRINCNSNTTP
LFCADPALDNRTA----RTATNCTNKQRTVCSSNVAP
RVRLS-AV DR——GVYSTSDCTNKDRCGECSTTTP
LLRGQQEV TR--GLVTATECTNKGRVAHTTCTAP
Y--TDCAV PRGGGLHSTTNCTYKGRNVCSSKVSP
LLCRQREVDCTSV——GLVPGPQCTNKGRSVCAPNTAP

POTTERASQNILDG-DRTRD

resequenzvergleich des E8ME2 Proteins (A) innerhalb der Alpha-9

Papillomviren bzw. (B) aller Alpha-Papillomviren in welchen das Serin 78 konserviert ist.
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4.1.2 Validierung der vorhergesagten Phosphorylierungen

Um die, durch massenspektrometrische Analysen vorhergesagten Phosphorylierungen von HPV31
E8ME2 und E2 zu bestdtigen, wurden Gesamtzellextrakte von Hela Zellen, welche zuvor mit
Expressionsplasmiden fir HA-markierte HPV31 E8”E2 oder E2 Proteine transfiziert wurden, mittels
Phosphat-Affinitatselektrophorese (Phos-Tag™ SDS-PAGE) analysiert. Phos-Tag"™ ist ein zweiwertiger
Metallionenkomplex, welcher selektiv an Phosphatgruppen an Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Seitenketten binden kann. Wird das Phos-Tag™ Reagenz in die Polyacrylamidmatrix eines Trenngels
ein polymerisiert kann somit das Laufverhalten phosphorylierter Proteine beeinflusst werden, was zu
einer Trennung der Proteinspezies nach Anzahl ihrer Phosphorylierungen fiihrt.

Fir das HPV31 E87E2 Protein konnten in transfizierten Hela Zellen sechs Banden von
unterschiedlicher Intensitdt beobachtet werden (Abbildung 6A). Die unterste Bande stellt dabei die
unphosphorylierte Form des Proteins dar, wohingegen die langsamer migrierenden Banden einfach
bzw. mehrfach phosphoryliertes Protein reprdsentieren. Um zu untersuchen, ob die in
massenspektrometrischen Analysen identifizierten Phosphorylierungen dabei den in der Phosphat-
Affinitatselektrophorese beobachteten Bandenverschiebungen entsprechen, wurden Mutanten des
E8ME2 Proteins generiert. Dabei wurde das Serin an Position 78, 81 oder 100 gegen die Aminosdure
Alanin (A) ausgetauscht, welche nicht phosphoryliert werden kann. Fir die E8AE2 S78A Mutante
konnte eine Bande mit hoher Intensitdt sowie zwei langsamer migrierende Banden mit schwacherer
Intensitdt beobachtet werden. Das Migrationsmuster der E8”E2 S81A sowie der S100A Mutante
unterschied sich jedoch nicht wesentlich von dem des Wildtyp Proteins. Zusatzlich wurde dieses
Experiment in einer Keratinozyten Zelllinie durchgefiihrt welche extrachromosomale HPV31 Genome
enthalt (HPV31wt-NHK). In diesen Zellen konnten fiir das Wildtyp Protein ebenfalls zwei Banden von
hoher Intensitdt sowie mehrere langsamer migrierende Banden von geringerer Intensitat beobachtet
werden (Abbildung 6B). Fiir die S78A Mutante konnte hingegen nur noch eine Bande von hoher
Intensitdt beobachtet werden, welche vermutlich das unphosphorylierte Protein darstellt. Die
Migrationsmuster der S81A und S100A Mutanten hingegen zeigten erneut keinen Unterschied im
Migrationsverhalten, verglichen mit dem Wildtyp Protein. Dies deutet darauf hin, dass S78 die
Hauptphosphorylierungsstelle des HPV31 E8ME2 Proteins in unterschiedlichen Keratinozyten
Zelllinien darstellt, wohingegen die Phosphorylierung der Serine 81 und 100 wesentlich seltener

vorkommt.

Fir das E2 Protein konnte sowohl in HelLa Zellen als auch in HPV31wt-NHK nur eine Bande mit hoher
Intensitdt sowie langsamer migrierende Banden von niedrigerer Intensitdt beobachtet werden. Fir

die E2 S266A, S269A und S288A Mutanten unterschied sich dabei das Bandenmuster nicht wesentlich
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von dem des Wildtyp Proteins. Daraus lasst sich schliefen, dass nur eine geringe Fraktion des E2

Proteins phosphoryliert wird.

A Hela
con E8ME2 S78A S81A S100A con E2 S266A S269A S288A
o - Wty L ¥ 4
— v
— - v
1 - - :g » - - -
- —— — PHD - - .-

B HPV31wt

con E8"E2 S78A S81A S100A con E2 S266A S269A S288A

Abbildung 6: Phos-Tag-Analysen bestatigen die Phosphorylierung des E8"E2 und E2 Proteins. Hela
Zellen (A) oder HPV31wt Zellen (B) wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5 (con) oder mit
Expressionsplasmide fir HA-markierte HPV31 E8"E2 oder E2 Proteine transfiziert (Wildtyp oder
Mutanten). Gesamtzellextrakte wurden 48 Stunden nach Transfektion mittels Phosphat-
Affinitatselektrophorese aufgetrennt, auf eine Nitocellulosemembran transferierten und die Proteine
mit einem anti-HA Antikorper detektiert. Die Pfeile deuten die unterschiedlich migrierende
Proteinspezies an.

4.1.3 Die E8"E2 Phosphorylierung wird in vitro durch CK2 Inhibitoren verdandern

Fir BPV1 konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des E2 S301 durch die Casein Kinase 2
erfolgt (Schuck et al., 2013). Die Phosphorylierung von S253 des HPV8 E2 Proteins hingegen wird
durch die Proteinkinase A (PKA) katalysiert (Sekhar & McBride, 2012).

Um zu Uberprifen ob eine dieser Kinasen auch in die Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 involviert
ist, wurden Hela pIinducer 31E8”E2-HA Zellen fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
der Inhibitoren CX-4945 (CK2 Inhibitor) oder H-89 (PKA Inhibitor) behandelt. Zusatzlich wurden die
Zellen fur 24 Stunden mit Doxycyclin behandelt, um die Expression von HPV31 E8”E2 in den Zellen zu

induzieren.  Gesamtzellextrakte der Zellen wurden anschlieBend mittels Phosphat-
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Affinitatselektrophorese analysiert. In Ubereinstimmung mit den in Abbildung 6 dargestellten
Ergebnissen konnten fiir Zellen, welche nicht mit einem Inhibitor behandelt wurden dabei zwei
Banden von hoher Intensitat beobachtet werden, wobei die schneller migrierende Bande das
unphosphorylierte Protein reprasentiert und die langsamer migrierende Bande das einfach
phosphorylierte Protein (Abbildung 7). Des Weiteren waren weitere langsamer migrierende Bande zu
beobachten, welche eine deutlich geringere Intensitdt aufwiesen. Wurden die Zellen mit H-89
behandelt, konnte weder bei einer Endkonzentration von 1 UM noch bei einer Endkonzentration von
10 pM eine Anderung des Bandenmusters beobachtet werden. Wurden die Zellen mit dem H-89
Inhibitor in einer Endkonzentration von 25uM behandelt, war in der Phosphat-
Affinitatselektrophorese kein E8"E2 mehr detektierbar. Dies ist am ehesten darauf zurlick zu fihren,
dass die Proteinkinase A eine Vielzahl an Funktionen in der Zelle ausiibt. Die Behandlung der Zellen
mit einer hohen Konzentration des PKA Inhibitors fiihrte daher vermutlich zum Absterben der Zellen.
Hela pInducer 31 E8"AE2-HA Zellen, welche mit niedrigen Konzentrationen (1 uM) des CK2 Inhibitors
behandelt wurden zeigten ebenfalls keine Verdanderung im Bandenmuster bei der Phos-Tag Analyse.
Bei einer Endkonzentration des Inhibitors von 10 uM konnte jedoch ein Intensitatsverlust der Bande
beobachtet werden, welche das einfach phosphorylierte Protein reprasentiert. Dieser Phanotyp war
bei einer Endkonzentration von 25 um noch deutlicher ausgepragt. Dieser Befund deutet darauf hin,

dass CK2 an der Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 beteiligt ist.

-Dox +Dox

H-89 CX-4945
1M 10 M 25 M 1M 10 pM 25 uM

—— - e~

IRRL

Abbildung 7: Der CK2 Inhibitor CX-4945 beeinflusst die HPV31 E8"E2 Phosphorylierung. Hela
pInducer 31E87E2-HA Zellen wurden mit den angegebenen Konzentration des PKA Inhibitors H-89
oder des CK2 Inhibitors CX-4945 behandelt. Gesamtzellextrakte wurden 24 Stunden nach Inhibitor
Behandlung und Doxycyclin-Induktion mittels Phosphat-Affinitatselektrophorese aufgetrennt. Die
Proteine wurden mit einem anti-HA Antikdrper detektiert. Die Pfeile deuten die unterschiedlich
migrierenden Proteinspezies an.
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4.1.4 Phosphorylierung von HPV31 ES"E2 reguliert dessen Repressionsaktivitat

Um die Frage zu beantworten, ob sich die Phosphorylierung der E2 bzw. der E8AE2 Proteine auf ihre
Funktion als Transkriptionsmodulator auswirkt wurden zusatzlich zu den Mutanten mit einem
Aminosaureaustausch von Serin zu Alanin auch Mutanten generiert, in denen die entsprechenden
Serine zu Glutaminsaure (E) mutiert wurden, wodurch eine konstitutive Phosphorylierung stimuliert
wird. Die Aktivitat dieser Mutanten wurde anschlieBend in Luziferase-Reporteranalysen untersucht.
Daflr wurden Expressionsplasmiden fir die Wildtyp Proteine sowie fiir die Mutanten zusammen mit
einem Luziferase-Reporterplasmid in Hela Zellen und HPV31wt-NHK transfiziert. Das dabei
verwendete Reporterplasmid pC18-SP1-Luc enthalt vier E2-Bindungstellen oberhalb eines minimalen
Promotors, welcher die Expression der Firefly Luziferase kontrolliert. Zusatzlich wurde ein
Expressionsplasmid fiir die Gaussia Luziferase, welche in den Uberstand sekretiert wird, als Kontrolle
fir die Transfektionseffizienz kotransfiziert. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurde die
Aktivitat der Firefly Luziferase gemessen und zum Ausgleich von Unterschieden in der

Transfektionseffizienz auf die Aktivitat der Gaussia Luziferase normalisiert.

Wie in Abbildung 8A dargestellt fiihrte die Kotransfektion des Wildtyp E2 Proteins mit pC18-SP1-Luc
in Hela Zellen zu einer 27-fach erhéhten Aktivitdt des Reporterplasmids. Bei der Analyse der Serin zu
Alanin bzw. Serin zu Glutaminsdure Mutanten zeigten sich im Vergleich zum Wildtyp Protein keine

signifikanten Unterschiede in der Transkriptionsaktivitat.

Das E8"E2 Wildtyp Protein reprimierte die Aktivitdt des Reporterplasmids in HelLa Zellen um das
11,8-fache (Abbildung 8A). Hingegen zeigte die Analyse der mutierten E8”E2 Proteine sowohl fir die
S78A als auch fiur die S100E Mutante einen signifikanten Verlust in der Repression des
Reporterplasmids. Auch fiir die S81E und die S100A Mutanten konnte ein Verlust der
Repressionsaktivitat beobachtet werden, diese waren jedoch statistisch nicht signifikant. Die S81A
Mutante unterschied sich in ihrer Aktivitat nicht vom Wildtyp Protein. Die Beobachtung, dass sich
auch die S78E Mutante ahnlich wie das Wildtyp Protein verhielt und somit den Phanotyp der S78A
Mutante aufhebt, lasst darauf schlieBen, dass es sich hierbei um einen phosphorylierungs-
abhadngigen Phanotyp handelt. Da die phosphorylierten Serine im E8”E2 Protein unter Verwendung
HA-markierter Proteine identifiziert wurden, wurden zusatzlich Luziferase-Reporteranalysen mit HA-
markierten Proteinen durchgefiihrt. Dabei konnten keine funktionellen Unterschiede zwischen den

markierten und den nativen Proteinen (Wildtyp oder Mutanten) festgestellt werden (Abbildung 8C).

Die Luziferase-Reporteranalysen der E8AE2 Proteine wurden zusatzlich in Keratinozyten Zelllinien mit
episomalen HPV31 Genomen (HPV31wt-NHK) durchgefiihrt. Auch in diesen Zellen fiihrte die S78A

Mutation zu einem signifikanten Verlust der Repressionsaktivitdt, wohingegen die S78E Mutante zu
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einer Repression des Reporterplasmids, vergleichbar zum Wildtyp Protein fiihrte (Abbildung 8B). Flr
die S100E Mutante zeigte sich ebenfalls ein Verlust der Repression des Reporterplasmids,
wohingegen die S100A Mutante sich nicht vom Wildtyp Protein unterschied. Der Unterschied
zwischen Wildtyp und S100E war jedoch nicht statistisch signifikant. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich
schlieflen, dass die transkriptionelle Repression des E8”AE2 Proteins in verschiedenen Keratinozyten

Zelllinien von der Phosphorylierung des S78 abhangig ist.
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Abbildung 8: Die Phosphorylierung von E8”E2 S78 beeinflusst die Transkriptionsrepression. (A) Hela
Zellen wurden mit 100 ng des Reporterplasmids pC18-SP1-Luc, 10 ng des leeren Expressionsplasmid
(vector) oder 10 ng der angegebenen Expressionsplasmide fir E8AE2 (links) bzw. E2 (rechts) und
0,5 ng pCMV-Gluc als interne Kontrolle kotransfiziert. (B) HPV31wt Zellen wurden mit 300 ng des
Reporters, 30 ng des leeren Expressionsplasmids (vector) oder der Expressionsplasmide fiir ESAE2
und 0,5 ng pCMV-Gluc kotransfiziert. (C) HelLa Zellen wurden mit 100 ng des Reporterplasmid und
10 ng der angegebenen Expressionsplasmide fir E8AE2-HA und 0,5 ng pCMV-Gluc kotransfiziert.
Dargestellt sind die Verhaltnisse der Aktivitdten der Firefly Luziferase (Fluc) zur Gaussia Luziferase
(Gluc). Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=7 (Hela) bzw. n=3 (HPV31lwt) unabhdngigen
Experimenten, welche als Dupilkate durchgefiihrt wurden. Statistische Signifikanz wurde mit einer
einseitigen ANOVA mit Dunnett-Test ermittelt (*p<0.05, *** p<0.001).
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Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung auch Auswirkungen auf die E8"E2 vermittelte
Repression der viralen Replikation hat, wurde ein Reporterplasmid verwendet, welches die HPV31
URR enthdlt (pGL31URR-Luc). Das Luziferase-Gen wird dabei vom friihen viralen Promoter
exprimiert. Die Kotransfektion der E1 und E2 Proteine fiihrt zur Replikation des Reporterplasmids
und infolge dessen zur Zunahme der Luziferase-Aktivitat. Bei der Kotransfektion des
Reporterplasmids mit Expressionsplasmiden fiir E1 und E2 in RTS3b Zellen, einer HPV-negativen
Keratinozyten Zelllinie, konnte auf diese Weise eine 10,9-fache Zunahme der Luziferase-Aktivitat,
verglichen mit der Kotransfektion mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5, beobachtet werden.
Wurde zuséatzlich das Expressionsplasmid fiir das Wildtyp E8"E2 Protein kotransfiziert verringerte
sich die Luziferase-Aktivitait um das 10-fache (Abbildung 9). Die Kotransfektion der S78A bzw. der
S100E Mutante zeigte jedoch eine signifikante Abnahme der Repressionsaktivitat (2,5-fach bzw. 2,1-
fach), wohingegen die S78E und die S100A Mutante keinen Einfluss auf die Repression hatten. Die
S81A Mutante zeigte ebenfalls keinen Unterschied in der Repressionsaktivitat verglichen zum
Wildtyp Protein. Fir die S81E Mutante konnte ein Verlust an Repressionsaktivitat beobachtet
werden, dieser war statistisch jedoch nicht signifikant. Die Ergebnisse der Replikationsanalysen
korrelieren somit mit den Ergebnissen der Transkriptionsanalysen. Allerdings zeigen die S78A und
S100E nur einen partiellen Verlust der Repressionsaktivitdt in Gegenwart der E1 und E2 Proteine,
wohingegen mit dem pC18-SP1-Luc Reporterplasmid ein vollstandiger Aktivitdtsverlust beobachtet

werden konnte.
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Abbildung 9: E8”E2 S78 Phosphorylierung beeinflusst die Repression der Replikation. RTS3b Zellen
wurden mit 0,5ng pCMV-Gluc, 50ng Reporterplasmid pGL31URR-Luc (URR) und
Expressionsplasmide fiir HPV31 E1 (100 ng), HPV31 E2 (10 ng) und Wildtyp oder mutiertem HPV31
E8ME2 (10 ng) kotransfiziert. Unterschiede in der DNA Menge wurden mit dem leeren
Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=5 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt als
Dupilkate. Statistische Signifikanz wurde mit einer einseitigen ANOVA mit Dunnett-Test ermittelt
(*p<0.05, *** p<0.001).
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4.1.5 Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 hat keine Auswirkung auf die Stabilitat oder

die Lokalisation des Proteins

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Phosphorylierung verschiedener E2 Proteine in der
Hinge-Region die Stabilitat dieser Proteine beeinflusst. Die Phosphorylierung des BPV1 E2 Proteins
induziert eine Konformationsanderung des Proteins, was dazu fiihrt, dass das Protein vom Ubiquitin-
Proteasom-System erkannt und abgebaut wird (Penrose et al., 2004). Im Gegensatz dazu konnte fir
die E2 Proteine von HPV8 und HPV16 gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Serinen in der
Hinge-Region zu einer Stabilisierung der Proteine fihrt (Johansson et al., 2009; Sekhar & McBride,

2012; Chang et al., 2014).

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 ebenfalls die Stabilitdt des Proteins
beeinflusst, wurden die E8AE2 Proteinmengen des Wildtyp Proteins sowie der mutierte Proteine in
Hela Zellen untersucht. Daflir wurden die Zellen mit HA-markierten Wildtyp-Proteinen bzw. mit Serin
zu Alanin mutierten Proteinen transfiziert und die Zelllysate in einem Western Blot analysiert. Die
Quantifizierung der Proteinmengen mehrerer unabhangiger Analysen zeigte dabei, dass die S78E und
die S100E Mutanten zu einer leicht erhéhten Proteinmenge fiihrten, wohingegen fiir die S81E
Mutante leicht verringerte Proteinmengen zu beobachten waren (Abbildung 10B). Keiner der
Unterschiede erreichte jedoch statistische Signifikanz (ermittelt mit einer einseitigen ANOVA mit
Dunnett-Test). Die Proteinmengen der S78A, S81E und S100A Mutanten unterschieden sich nicht
wesentlich vom Wildtyp Protein.

Zusatzlich zur Proteinmenge wurde auch die zelluldre Lokalisation der Proteine mittels
Immunfluoreszenz-Analyse untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle EBAE2 Mutanten sowie auch das

Wildtyp Protein im Zellkern der Hela Zellen lokalisiert waren (Abbildung 10C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust an Repressionsaktivitdt der S78A und S100E Mutanten nicht
daraus resultiert, dass die Mutationen zu einer verringerten Stabilitdt oder abnormen Lokalisierung

der Proteine fuhrt.
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Abbildung 10: ES8”E2 Phosphorylierung verandert nicht Stabilitdt oder Lokalisation des Proteins. Hela
Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir HA-markierte ESAE2 Proteine (Wildtyp oder Mutanten)
transfiziert. (A) Gesamtzellextrakte der transfizierten Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion in
einem Western Blot mit einem anti-HA Antikorper und einem anti-a-tubulin Antikérpern (Referenz)
analysiert. (B) Fur die Quantifizierung der Western Blots wurde die Software Image Studio
verwendet. Dabei diente a-tubulin als Referenz fiir die Normalisierung der ES8"E2 Signale. Dargestellt
ist die relative Proteinexpression bezogen auf das Wildtyp Protein. Die Fehlerbalken zeigen den SEM

von n=3 unabhingigen Experimenten. (C) Hela Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion mit
einem anti-HA Antikorper (rot) gefarbt und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die
DNA wurde mit DAPI (blau) angeféarbt.
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4.1.6 HPV31 E8ME2 S78 Phosphorylierung reguliert nicht die DNA-Bindung

Die Phosphorylierung von E2 Proteinen in der Hinge-Region kann die DNA Bindung dieser Proteine
beeinflussen. Fiir die E2 Proteine von BPV1 konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindeaktivitat
durch die Phosphorylierung der Serine 298 und 301 geschwaécht wird (Schuck et al., 2013). Im
Gegensatz dazu fihrt die Phosphorylierung der E2 Proteine von HPV8 und HPV16 zu einer
verstarkten Bindung der Proteine an Chromosomen der Wirtszelle (Sekhar & McBride, 2012; Chang

et al., 2014).

Um die Frage zu beantworten, ob die Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 ebenfalls Auswirkungen
auf die DNA-Bindung des Proteins hat wurden Elektromobilitats-Shift-Analysen (EMSA) mit nukledren
Extrakten von transfizierten Hela Zellen durchgefihrt. Fir diese Analysen wurden markierte
Oligonukleotide verwendet, welche die vier E2-Bindungstellen des pC18-SP1-Luc Reporterplasmids
enthalten. Wie erwartet konnte dabei fir nukledre Proteine von Zellen, welche mit Wildtyp ES8"E2
transfiziert wurden eine Verdnderung des Laufverhaltens der Oligonukleotide (Shift) bei der
elektrophoretischen Auftrennung beobachtet werden, welche bei untransfizierten Zellen (Kontrolle)
nicht zu beobachten war (Abbildung 11A). Diese Verdanderung des Laufverhaltens ist auf eine Bindung
der E8"E2 Proteine an die Oligonukleotide zurlick zu fihren. Die Bindung des E8AE2 Proteins an die
Oligonukleotide verdnderte sich dabei auch nicht, wenn das Serin 78 zu Alanin oder Glutaminsdure
mutiert wurde, was daran zu erkennen ist, dass auch bei der Analyse dieser nukledren Extrakte eine

Veranderung des Laufverhaltens zu beobachten ist.

Zusatzlich wurde die DNA-Bindeaktivitdt der verschiedenen E8"E2 Proteine auch mittels Chromatin-
Immunpréazipitation untersucht. Anders als die Elektromobilitats-Shift-Analyse ermoglicht diese
Methode die in vivo Analyse der Protein-DNA-Interaktion im Kontext der natirlichen Chromatin-
Struktur der Zelle. Fir diese Experimente wurden Hela Zellen mit dem pC18-SP1-Luc
Reporterplasmid sowie Expressionsplasmide fiir HA-markierte Wildtyp oder mutierte ESAE2 Proteine
transfiziert und 48 Stunden spater die Chromatin-Immunprazipitation durchgefiihrt. Unter
Verwendung von Oligonukleotiden, welche die E2-Bindestellen des pC18-SP1-Luc Reporterplasmids
abdecken, wurde anschlieBend in gRT-PCR-Analysen die Signalanreicherung der, mit anti-HA
Antikorpern bzw. dem Kontrollantikbrper H3 prazipitierten DNA gemessen. Das Wildtyp Protein
zeigte dabei eine 6,7-fache Anreicherung verglichen mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5
(Abbildung 11B). Fur die S78A und die S78E Mutanten konnten dhnliche Signalanreicherungen
beobachtet werden (5,5-fach bzw. 5,8-fach), wohingegen fiir die S100E Mutante nur eine 3,5-fache
Anreicherung gemessen wurde, was einer verringerten DNA-Bindeaktivitdt von ca. 52 %, verglichen

mit dem Wildtyp Protein entspricht.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliellen, dass die Phosphorylierung des Serins 78 keinen Einfluss
auf die DNA-Bindung des E8AE2 Proteins hat, wohingegen eine Phosphorylierung des Serins 100 die

DNA-Bindeaktivitat von E8"E2 in vivo geringfligig vermindert.
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Abbildung 11: E8AE2 S78 Phosphorylierung wirkt sich nicht auf die DNA-Bindung aus. (A) Analyse der
DNA-Bindung mittels EMSA. Hela Zellen wurden mit Expressionsplasmide fir HPV31 E8”E2
transfiziert (Wildtyp, S78A oder S78E) oder untransfiziert belassen (Kontrolle). Nukleédre Proteine
wurden 48 Stunden nach Transfektion isoliert und mit DY681-markierten Oligonukleotiden inkubiert,
welche die Sequenz fir die E2-Bindestellen des Reporterplasmids pC18-SP1-Luc enthalten.
AnschlieBend wurden die Proben in einem nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. (B) Analyse der
DNA-Bindung mittels ChIP. Hela Zellen wurden mit dem Reporterplasmid pC18-SP1-Luc und HA-
markierten HPV31 E8”E2 (Wildtyp, S78A, S78E oder S100E) kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurde
das Chromatin der Zellen isoliert und verdaut und die Immunprazipitation mit einem anti-HA und
einem anti-H3 Antikorper durchgefiihrt. Die Anreicherung des Reporterplasmids wurde mittels gRT-
PCR untersucht. Dargestellt ist die, auf H3 normalisierte Anreicherung relativ zur Vektorkontrolle
(vector). Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=3 unabhingigen Experimenten.
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4.1.7 Die Interaktion von HPV31 E8"E2 mit dem NCoR/SMRT-Komplex ist unabhingig

von der S78 Phosphorylierung

Vorausgegangene Studien konnten zeigen, dass die E8-Domane der E8"E2 Proteine mit dem
zelluldren NCoR/SMRT-Korepressorkomplex interagieren, wobei diese Interaktion vom KWK-Motiv in
der E8-Domane abhangig ist. Die Repression der viralen Replikation sowie Transkription durch ES8AE2

wird durch diese Interaktion vermittelt (Powell et al., 2010; Dreer et al., 2016).

Um zu testen, ob die Interaktion des E8*E2 Proteins mit dem zellularen NCoR/SMRT-Komplex durch
die Phosphorylierung von S78 beeinflusst wird, wurden Hela Zellen mit Expressionsplasmiden fiir HA-
markierte E8ME2 Proteine transfiziert. Neben Expressionsplasmiden fiir das Wildtyp Protein und die
S78A Mutante wurde als Negativkontrolle zusatzlich das leere Expressionsplasmid pSG5 und ein
Expressionsplasmid fir das E8"E2 KWK mutierte Protein (KWK mt) verwendet. Die
Immunpazipitation mit magnetischen anti-HA Beads erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion und
die prazipitierten Proben wurden anschlieBend mittels Western Blot auf die Anwesenheit der
Komplexkomponenten HDAC3 und TBLR1 untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Wildtyp Protein, wie
erwartet sowohl mit HDAC3 als auch mit TBLR1 interagierte (Abbildung 12). Die S78A Mutante war
ebenfalls dazu in der Lage an die NCoR/SMRT-Komplexkomponenten zu binden, wohingegen die
KWK Mutante wie erwartet keine Interaktion mit HDAC3 oder TBLR1 aufweist.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung des Serins 78 in der Hinge-Region von

HPV31 E8~AE2 keinen offensichtlichen Einfluss auf die Interaktion mit dem NCoR/SMRT-Komplex hat.

con WT S78A KWKmt con WT S78A KWKmt

G e — -— - TBLR1
e s s ,__41 T J HDAC3
_— - -_ -— -! E8"E2

Input IP

Abbildung 12: Phosphorylierung von S78 hat keine Auswirkung auf die NCoR/SMRT-Interaktion. HelLa
Zellen wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5 (con) oder mit Expressionsplasmide fur HA-
markierte E8"E2 Proteine (Wildtyp, S78A oder KWK mt) transfiziert. Gesamtzellextrakte wurden
48 Stunden nach Transfektion entweder direkt analysiert (Input) oder mit magnetischen anti-HA
Beads die E8ME2 Proteine immunprazipitiert (IP). Mittels Western Blot wurden die Proben
anschlieRend auf ihre Anwesenheit von E8AE2, HDAC3 und TBLR1 untersucht.
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4.1.8 Deletion der HPV31 E8"E2 Hinge-Region hat keine Auswirkung auf die Replikation

Da die Phosphorylierungen des HPV31 E8"E2 Proteins ausschlieBlich in der Hinge-Region des Proteins
zu finden sind und da bei einer Mutation des phosphorylierten Serins 78 zu Alanin eine drastische
Auswirkung auf die Transkriptionsrepression sowie die Replikationsrepression zu beobachten ist,
stellte sich die Frage, ob die Hinge-Region des HPV31 E8”"E2 Proteins relevant fiir die Proteinaktivitat

als Repressor der Transkription und Replikation ist.

Aus diesem Grund wurde ein mutiertes HPV31 E8"E2 Konstrukt generiert, in welchem die gesamte
Hinge-Region (Aminosdure 14-102) des Proteins deletiert wurde. Dabei wurde zwischen die 13
Aminosduren des E8-Peptids und die Aminosduren 103-184 des C-Terminus von E2 ein HA-Epitop
eingefiigt (pSG HPV31 E8ME2 (1-13)-HA-(103-184)). Wurden RTS3b Zellen mit dieser ESA"E2 Mutante
transfiziert zeigte sich bei der Untersuchung der zelluldre Lokalisation dieser Proteine mittels
Immunfluoreszenz-Analyse, dass anstatt der ausschlieBlich nukledren Lokalisation eines Wildtyp
Proteins fiir die (1-13)-HA-(103-184) Mutante zusatzlich auch cytoplasmatische Signale beobachtet
werden kénnen, bzw. in einigen Zellen sogar nur cytoplasmatische Signale vorhanden sind. Das
mutierte Protein scheint sich dabei vor Allem an der Kernmembran anzulagern (Abbildung 13A).
Uberraschenderweise zeigte sich bei der Durchfiihrung von Luziferase-Reporteranalysen unter der
Verwendung des pC18-SP1-Luc Reporterplasmids fiir die Analyse der Transkriptionsaktivitat bzw.
dem pGL31URR-Luc Reporterplasmids fur die Analyse der Replikationsaktivitat, dass das mutierte
E8ME2 Protein die Luziferase-Aktivitat vergleichbar mit dem Wildtyp Protein reprimieren kann
(Abbildung 13B). Dies lasst darauf schlieBen, dass die Hinge-Region des Proteins nicht fiir die
eigentliche Funktion als Repressor benétigt wird. Ebenfalls lassen die Ergebnisse erkennen, dass trotz
der verdnderten Lokalisation des mutierten Proteins noch immer genliigend E8"E2 Proteine im

Zellkern vorhanden sind, um eine Repression der Transkription und Replikation zu bewirken.
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Abbildung 13: Die Deletion der Hinge-Region fiihrt zu einer Veranderung der Proteinlokalisation. (A)
RTS3b Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir HA-markierte E8"E2 Proteine (Wildtyp oder
Mutanten) transfiziert. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit einem anti-
HA Antikorper (rot) gefarbt und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA wurde mit
DAPI (blau) angefarbt. (B) RTS3b Zellen wurden fiir die Messung der Transkription (links) mit 0,5 ng
pCMV-Gluc, 100 ng Reporterplasmid pC18-SP1-Luc (vector) und 10 ng HPV31 E8"E2 (Wildtyp oder
mutiert) kotransfiziert. Fir die Messung der Replikation (rechts) wurden die Zellen mit 50 ng
pGL31URR-Luc (31URR) und Expressionsplasmiden fir HPV31 E1 (100 ng), HPV31 E2 (10 ng) und
Wildtyp oder mutiertem HPV31 E87E2 (10 ng) kotransfiziert. Unterschiede in der DNA Menge
wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhéltnisse der
Fluc zur Gluc Aktivitat dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von jeweils n=3 unabhangigen
Experimenten, durchgefiihrt als Dupilkate.
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4.1.9 Die Phosphorylierung von E8"E2 S78 reguliert die Interaktion mit zellularen

Proteinen

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass der Verlust der Repressionsaktivitdt von HPV31 E8"E2
S78A weder durch eine Verdanderung der Proteinstabilitdt, der Lokalisierung des Proteins, einer
Verminderung der DNA-Bindeaktivitdit oder der Bindung an Komponenten des zelluldren
NCoR/SMRT-Korepressorkomplexes zu begriinden ist. Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dass
die Phosphorylierung des S78 {iber einen bisher noch nicht bekannte Mechanismus zur
transkriptionellen Repression durch E8"E2 beitragt. Denkbar ware zum Beispiel, dass durch die
Phosphorylierung die Interaktion mit einem anderen zelluldaren Protein beeinflusst wird. Um diese
Annahme zu Uberprifen, wurden in Kooperation mit dem Quantitative Proteomics & Proteome
Center Tuebingen quantitative massenspektrometrische SILAC (stable isotope labeling by amino acids
in cell culture) Analysen durchgefiihrt. SILAC Analysen ermoglichen die gemeinsame Quantifizierung
von Proteinen aus unterschiedlichen Zellkulturbedingungen, durch die differentielle Markierung mit
stabilen Isotopen. Peptide mit leichten bzw. schweren Isotopen kénnen im Massenspektrometer so

durch ihre Massendifferenz unterschieden werden.

Fir die SILAC Experimente wurden Hela Zellen mit isotopenmarkierten Aminosdauren metabolisch
markiert. Die unterschiedlich markierten Zellen wurden dann mit Expressionsplasmiden fir HPV31
E8AE2 S78A (,Leicht“-markierte Zellen) oder HPV31 E8AE2 S78E (,Schwer“-markierte Zellen)
transfiziert, bzw. als Kontrolle untransfiziert belassen (,Medium“-markierte Zellen). Die Wahl des
Phospho-Mimetikums anstelle des Wildtyp Proteins ist damit zu begriinden, dass fir diese
Kombination gréRere Effekte zu erwarten sind als fir den Vergleich mit Wildtyp Zelllinien, in denen
nattrlicherweise sowohl phosphorylierte als auch nicht phosphorylierte ES*E2 Proteine vorliegen. In
einem zweiten Versuch wurden die Markierungen getauscht (S78A wurde in ,Schwer“-markierte
Zellen transfiziert und S78E in ,Leicht“-markierte Zellen) um die Anzahl an Falsch-positiven
Ergebnissen zu minimieren. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Zelllysate mit
magnetischen anti-HA Beads prazipitiert. Vor der massenspektrometrische Analyse wurde die
Prazipitation von E8"E2 mittels Western Blot Uberpriift. AulRerdem wurde als Kontrolle die
Koprazipitation des bekannten Interaktionspartners TBLR1 untersucht. Wie in Abbildung 14

dargestellt war die Immunpraézipitation dabei fir beide Experimente erfolgreich.
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Abbildung 14: Kontroll-Western Blot der Ko-Immunprazipitation von E87ME2 Proteinen in
unterschiedlich markierten Hela Zellen. Unterschiedlich markierte Hela Zellen (Schwer, Medium
oder Leicht) wurden nicht transfiziert (con) oder mit Expressionsplasmiden fir HA-markierte E8AE2
Proteine (S78A oder S78E) transfiziert. Gesamtzellextrakte wurden 48 Stunden nach Transfektion
entweder direkt analysiert (Input) oder mit magnetischen anti-HA Beads die E8"E2 Proteine
immunprazipitiert (IP). Mittels Western Blot wurden die Proben anschlieRend auf ihre Anwesenheit
von E8”E2 und TBLR1 untersucht.

Fir die Auswertung der quantitativen massenspektrometrischen Analysen wurden nur Proteine
bericksichtigt, die in beiden Experimenten einen deutlichen Unterschied zwischen der Anreicherung
durch S78A und der S78E Mutante aufwiesen (p-Wert <0,1). Des Weiteren wurden fir die
Auswertung nur Proteine bericksichtig, die in beiden Experimenten in die gleiche Richtung
(Anreicherung oder Abreicherung) reguliert waren. In Tabelle9 sind alle Proteine mit den
Intensitdten in den einzelnen Proben, den p-Werten fiir beide Experimente sowie einer kurze
Funktionsbeschreibung (http://www.uniprot.org/, Stand November 2017) aufgelistet, welche in S78A
transfizierten Zellen gegeniliber den S78E transfizierten Zellen abgereichert waren. In Tabelle 10 sind

zusatzlich die in S78A transfizierten Zellen angereicherte Proteine darstellt.

Insgesamt zeigte die Auswertung der quantitativen massenspektrometrischen Analysen, dass die
Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 S78 nur die Interaktion mit einer geringen Anzahl an zelluldren
Proteinen reguliert. Besonders auffallig ist dabei, dass die unphosphorylierte Form des E8"E2 S78
eine verstarkte Bindung an Histone sowie an Proteine, die mit der Transkription assoziiert sind,

aufweist.
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Tabelle 9: Interagierende Proteine, deren Bindung durch die S78A Mutation verringert wird.

Dargestellt sind die Intensitdten in den einzelnen Proben im ersten Experiment bzw. im zweiten

Experiment sowie die p-Werte und eine kurze Beschreibung der Funktion.

GEN NAME INTENSITATEN #1 INTENSITATEN #2 P-WERT FUNKTION
S78A S78E S78A S78E #1 #2  (UNIPROT.ORG)

FRG1 1,4E+08 1,5E+08 1,1E+08 1,4E+08 0,090 0,038 Bindet
sequenzunabhangig an
mRNA

MKI67 4,7E+06 6,2E+06 3,6E+06 5,4E+06 0,066 0,029 Assoziiert mit
mitotischen
Chromosomen

MRPS11 5,3E+06 1,1E+07 1,4E+06 7,6E+06 0,000 0,000 Ribosomales Protein

NONO 1,8e+07 3,3E+07 4,5E+08 6,3E+08 0,000 0,074 DNA-and RNA

Bindeprotein

Tabelle 10: Interagierende Proteine, deren Bindung durch die S78A Mutation verstarkt wird.

Dargestellt sind die Intensitaten in den einzelnen Proben im ersten Experiment bzw. im zweiten

Experiment sowie die p-Werte und eine kurze Beschreibung der Funktion.

GEN NAME INTENSITATEN #1 INTENSITATEN #2 P-WERT FUNKTION
S78A S78E S78A S78E #1 #2 (UNIPROT.ORG)

CCDC30 3,0E+07 1,7E+07 6,9E+06 3,0E+06 0,013 0,007 unbekannt

CHD2 3,4E+07 2,4E+07 9,9E+06 4,9E+06 0,066 0,017 DNA-bindende Helikase,
Chromatin-
remodulierung

H2AFV; 5,2E+08 3,1E+08 1,2E+08 6,9E+07 0,034 0,006 Histon H2A,

H2AFZ Kernkomponenten von
Nukleosomen

HIST1H2AJ; 5,1E+09 3,4E+09 2,0E+09 1,0E+09 0,097 0,007 Histon H2A,

HIST1H2AH; Kernkomponenten von

H2AFJ; Nukleosomen

HIST2H2AC;

HIST2H2AA3;

HIST1H2AG;

HIST1H2AD

HIST1H2BC; 5,7E+09 3,8E+09 2,9E+09 1,5E+09 0,089 0,007 Histon H2B,

HIST1H2BN; Kernkomponenten von

HIST1H2BM; Nukleosomen

HIST1H2BH;

HIST2H2BF;

HIST1H2BD;

HIST1H2BK;

H2BFS
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HIST1H4A 1,2E+10 9,2E+09 6,3E+09 3,1E+09 0,067 0,003 Histon H4,
Kernkomponente von
Nukleosomen

HIST2H3PS2  4,5E+08 3,2E+08 2,4E+08 1,1E+08 0,051 0,001 Histon H3,
Kernkomponente von
Nukleosomen

PELP1 3,3E+07 1,9E+07 6,0E+06 2,8E+06 0,026 0,064 Koregulator von
Transkriptionsfaktoren
und nuklearer

Hormonrezeptoren
PNN 2,2E+07 1,2E+07 3,9E+06 2,3E+06 0,001 0,071 Transkriptionsaktivator
QARS 2,3E+06 1,7E+06 5,5E+07 5,5E+07 0,045 0,048 Glutamine-tRNA Ligase

4.1.10 Phosphorylierung von HPV31 E8ME2 hat keine Auswirkungen auf die virale

Replikation in Keratinozyten

Als nachstes sollte untersucht werden, ob sich die Phosphorylierung des HPV31 E8”E2 Proteins auf
den gesamten Lebenszyklus der Viren in normalen humanen Keratinozyten auswirkt. Zu diesem
Zweck wurden zunachst HPV31 Genome generiert, in denen die Serine an Position 78, 81 oder 100 zu
Alanin bzw. die Serine an Position 78 oder 100 zu Glutaminsdure mutiert wurden. Fir die S78A
Mutante fuhrte dies zu keinem Aminosduren Austausch im E4 Protein, dessen Leserahmen mit dem
Leserahmen des E8AE2 Gens Uberlappt, wohingegen fir die S78E, S81A, S100A und S100E Mutanten
ebenfalls das E4 Protein mutiert wurde. AnschlieRend wurden sowohl die Wildtyp Genome als auch
die verschiedenen mutierten Genome in normale humane Keratinozyten (NHK) von verschiedenen

Spendern transfiziert und durch Antibiotika-Selektion stabile HPV31-positive Zelllinien generiert.

Zunachst wurde Uberprift, ob das HPV31 Genom in den hergestellten Zelllinien episomal vorlag.
Dazu wurde gesamtzellulare DNA der Zelllinien in einem Southern Blot analysiert. Wie in Abbildung
15A dargestellt, waren die HPV31 Genome aller Mutanten als extrachromosomale Molekiile sowie in
vergleichbarer Kopienzahl vorhanden. Die S100E Mutante zeigte eine partielle Integration des
Genoms, dies war jedoch fiir stabile Zelllinien basierend auf Keratinozyten von einem anderen
Spender nicht zu beobachten. Die Kopienzahl der verschiedenen HPV31 Genome wurde anschlieRend
mit Hilfe einer Multiplex gRT-PCR quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass in HPV31 Wildtyp Zelllinien im
Mittel 288 Viruskopien pro Zelle vorhanden sind (Abbildung 15B). Die Kopienzahlen der Zelllinien mit
mutierten HPV31 Genomen unterschieden sich dabei nicht signifikant von den Wildtyp Zelllinien: In
S78A Zelllinien lagen im Mittel 372 Kopien pro Zelle vor, in S78E Zelllinien 257 Kopien pro Zelle, in
S81A Zelllinien 256 Kopien pro Zelle, in S100A Zelllinien 541 Kopien pro Zelle und in S100E Zelllinien
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242 Kopien pro Zelle. Zusatzlich zur viralen Genomkopienzahl wurde in den verschiedenen HPV31
positiven Zelllinien auch die Expression der viralen E1 und E2 Transkripte mittels gRT-PCR ermittelt.
Dabei zeigte sich, dass sich in mutierten Zelllinien weder die Expression von E1 noch von E2
signifikant von der Expression der viralen Transkripte in Wildtyp Zelllinien unterschieden (ermittelt

Uber einseitigen ANOVA mit Dunnett-Test, Abbildung 15C).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Phosphorylierung der HPV31 E8”E2 Proteine
Uberraschenderweise keine Auswirkungen auf die virale Genomkopienzahl, den physikalischen
Zustand des viralen Genoms in der Wirtszelle oder die viralen Genexpression in undifferenzierten

Keratinozyten hat.
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Abbildung 15: ESAE2 Phosphorylierung hat keine Auswirkungen in undifferenzierten Keratinozyten.
(A) Southern Blot Analyse von gesamtzellularer DNA der HPV31 positiven Zelllinie (Wildtyp oder
Mutanten). Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Notl oder Hindlll verdaut, in einem
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mittels Hybridisierung mit einer
32p_markierten DNA-Sonde (HPV31-Genom) auf die verschiedenen DNA-Formen (open circle (oc),
linearisiert (lin) und covalently closed circular (ccc)) der HPV31 Genome hin analysiert. Als Marker
(M) wurden 100 pg des linearisierten HPV31 Wildtyp Genoms verwendet. (B) HPV31
Genomkopienzahlen wurden mittels Multiplex gRT-PCR analysiert. Dazu wurden 50 ng der isolierten
gesamtzelluldren DNA der verschiedenen HPV31 positiven Zelllinien analysiert. Dargestellt sind die
HPV31 E2 Kopien pro zwei beta-Aktin Kopien. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=2-3
unabhangigen DNA-Proben. (C) RNA wurde aus den verschiedenen HPV31 positiven Zelllinien
extrahiert und mittels gRT-PCR die Expression der E1 (links) und E2 (rechts) Transkripte gemessen.
Die Quantifizierung erfolgte mit PGK1 als Referenz bezogen auf die Wildtyp Zelllinien. Die
Fehlerbalken zeigen den SEM von n=4 unabhangigen RNA Proben.
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Die HPV31 E8ME2 S78A mutierten Genome exprimieren ebenfalls ein E2 Protein mit der S266A
Mutation. Luziferase-Reporteranalysen zeigten, dass der Verlust an Repressionsaktivitat der S78A
Mutanten in Anwesenheit von Wildtyp E1 und E2 Proteine deutlich geringer ausgepragt ist
(Abbildung 9). Dies lasst vermuten, dass die S78A Mutante in der Anwesenheit der E2 S266A
Mutante die Repressionsaktivitat zurlick erlangen konnte. Um dies zu untersuchen, wurden RTS3b
Zellen mit einem Luziferase-Reporterplasmid transfiziert, welches die HPV31 URR enthilt
(pGL31URR-Luc). Des Weiteren wurden die Zellen mit Expressionsplasmiden fir Wildtyp E1, Wildtyp
E2 oder E2 S266A und Wildtyp E8ME2 oder E87E2 S78A kotransfiziert und 48 Stunden nach
Transfektion wurde die Luziferase-Aktivitdt in den Zellen gemessen. Dabei konnte bei Kotransfektion
von E1 und E2 S266A eine etwas hohere Luziferase-Aktivitdit gemessen werden als bei der
Kotransfektion von E1 und Wildtyp E2 (Abbildung 16). Die Kotransfektion mit dem Wildtyp ES8"E2
Protein fiihrte jedoch in beiden Fallen zu einer vergleichbaren Repression der Replikation. Die
Kotransfektion der S78 A Mutante und dem Wildtyp E2 Protein fiihrte zu einer 3-fachen Abnahme der
Repressionsaktivitdt, was den Daten aus Abbildung 9 entspricht. Bei der Kotransfektion der S78A
Mutante und dem E2 S266A Protein konnte eine 6,5-fache der Abnahme der Repressionsaktivitat
beobachtet werden, wobei dieser Unterschied statistisch nicht signifikant war. Zusammengenommen
zeigen diese Daten, dass E2 S266A der reduzierten Repressionsaktivitdt der S78 A Mutante nicht

entgegenwirkt.
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Abbildung 16: E2 S266A hat keinen Einfluss auf die Repressionsaktivitdit von E8AE2 S78A. RTS3b
Zellen wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 50 ng des Reporterplasmids pGL31URR-Luc, 100 ng des
Expressionsplasmids fiir E1 und 10 ng der entsprechenden Expressionsplasmide flir E2 und E8"E2
kotransfiziert. Unterschiede in der DNA Menge wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5
ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat dargestellt. Die Fehlerbalken
zeigen den SEM von n=4 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt als Dupilkate. Statistische
Signifikanz wurde mit einer einseitigen ANOVA mit Tukey-Test ermittelt (nicht signifikant ns).
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Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Phosphorylierung von HPV31 E8ME2 Auswirkungen
auf den produktiven Vermehrungszyklus von HPV31 hat. Dafiir wurden HPV31 Wildtyp Zelllinien
sowie die mutanten Zelllinien als organotypische Zellkulturen (Raft-Kulturen) kultiviert und nach 12
Tagen geerntet und analysiert. Organotypische Zellkulturen fiihren im Gegensatz zu einschichtigen
Zellkulturen zu einer vollstandige Differenzierung der transfizierten Keratinozyten, wodurch die

Untersuchung des gesamten viralen Lebenszyklus ermoglicht wird (Frattini et al., 1996).

Um zu untersuchen, ob sich die Mutation des E8AE2 Proteins auf die Differenzierung der Wirtszellen
auswirkt, wurden zunéachst Kryoschnitte der Wildtyp oder mutierten organotypischen Hautkulturen
angefertigt und mit einem Antikérper gegen den Differenzierungsmarker Keratin 10 angefarbt. Flr
Wildtyp Kulturen zeigte sich dabei, dass Keratin 10 wie erwartet oberhalb der Basalschicht (Stratum
basale), in der gesamten Epidermis exprimiert wurde. Diese Verteilung war auch in den mutanten
Hautkulturen zu beobachten, was darauf hinweist, dass die E8*"E2 Mutationen keinen Einfluss auf die

Differenzierung der Keratinozyten haben (Abbildung 17).

Zusatzlich wurde die Expression des viralen E4 Proteins, welches erst in differenzierten Keratinozyten
exprimiert wird, in den Kryoschnitten der organotypischen Zellkulturen untersucht. Wie in Abbildung
17 dargestellt, konnten dabei in den oberen Zellschichten des Wildtyp Epithels einige E4 positive
Zellen beobachtet werden, was auf eine erfolgreiche Initilerung der spaten Phase des viralen
Lebenszyklus (Aktivierung des P742 Promotors) in den organotypischen Zellkulturen hinweist. Auch
in den mutierten HPV31 positiven organotypischen Zellkulturen konnten in den oberen Zellschichten
E4 positive Zellen bobachtet werden, was bedeutet, dass auch hier die spate Phase des viralen

Lebenszyklus initiiert wurde.
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Abbildung 17: E8AE2 Mutationen wirken sich nicht auf die Differenzierung der Keratinozyten aus. Die
verschiedenen HPV31 positiven Zelllinien wurden als organotypische Zellkulturen kultiviert und nach
12 Tagen wurden Kryoschnitte der Kulturen hergestellt. Diese wurden mit einem Antikérper gegen
Keratin 10 (K10) bzw. E4 gefarbt (rot). Die DNA wurde mit DAPI (blau) angefarbt.

Als nachstes wurde untersucht, ob E8AE2 mutierte organotypische Zellkulturen Unterschiede in der
viralen Genomkopienzahl aufweisen. Dazu wurde gesamtzelluldre DNA aus den Kulturen isoliert und
mittels Multiplex qRT-PCR analysiert. Wie in Abbildung 18A dargestellt waren dabei generell nur
geringe Unterschiede zwischen den viralen Genomkopienzahlen in einschichtigen Zellkulturen und
organotypischen Zellkulturen zu beobachten. Diese Beobachtung ist dabei vereinbar mit der
Annahme, dass nur in einem geringen Anteil der differenzierten Zellen virale Genomamplifikation
initiiert wird. Fiir HPV31 Wildtyp Zelllinien konnten im Mittel 212 Viruskopien pro Zelle gemessen
werden. Fir die S78A Mutante war die virale Kopienzahl mit 280 Viruskopien pro Zelle leicht erhéht.
Fir die S78E Mutante war jedoch ebenfalls eine geringfligig erhdhte virale Kopienzahl zu beobachten
(431 Viruskopien pro Zelle) was darauf schlieBen lasst, dass es sich hierbei nicht um einen
phosphorylierungs-abhangigen Phanotyp handelt. Auch fir die S100A Mutante konnte eine
Erhéhung der Kopienzahl beobachtet werden (575 Viruskopien pro Zelle), wohingegen fiir die S100E

Mutante nur 65 Viruskopien pro Zelle gemessen werden konnte. Diese Unterschiede waren jedoch
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statistisch nicht signifikant (ermittelt Gber einseitigen ANOVA mit Dunnett-Test). AuBer der viralen
Kopienzahl wurden ebenfalls die Expression viraler Transkripte in organotypischen Zellkulturen
gemessen. Beim Vergleich der einschichtigen und organotypischen Wildtyp Zellkulturen zeigte sich,
dass es durch Differenzierung zu einem Anstieg der viralen Transkription kam. Fiir E6* war dabei ein
2,8-facher Anstieg zu beobachten, fir E1 war dieser Anstieg 3,6-fach, fiir E2 3,5-fach, fir E82E2 1,8-
fach, fur E17E4 3,3-fach und fir L1 28,1-fach. Dies bestatigt erneut, dass in den organotypischen
Zellkulturen die spate Phase des viralen Lebenszyklus erfolgreich initiiert wurde (Abbildung 18B). Fir
die S78A Mutante konnte eine leicht verringerte Expression von E6*, verglichen mit dem Wildtyp
oder der S78E Mutante beobachtet werden (1,6-fach bzw. 1,4-fach), wohingegen die Expression von
E1, E2, EBME2 und E1"E4 nicht verandert war. L1 Transkripte waren fir die S78A und S78E Mutanten
gegenilber dem Wildtyp leicht erhoht (4,6-fach bzw. 5,3-fach), jedoch erreichten diese Unterschiede
keine statistische Signifikanz (ermittelt Giber einseitigen ANOVA mit Dunnett-Test).

Fir die SI00A Mutante waren die E6* Transkripte gegeniiber dem Wildtyp leicht reduziert (1,5-fach),
die E82E2 und E17E4 Transkripte leicht erhoht (1,7-fach bzw. 3-fach) und die L1 Transkripte deutlich
erhoht (28-fach). Fir die S100E Mutante konnte, verglichen mit der S100A Mutante fir alle
Transkripte eine Abnahme beobachtet werden. Keiner dieser Unterschiede erreichte jedoch

statistische Signifikanz.

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass weder die Phosphorylierung von S78
noch die Phosphorylierung von S100 im E8”E2 Protein die virale Replikation oder Transkription in

undifferenzierten oder differenzierten Keratinozyten beeinflusst.
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Abbildung 18: Phosphorylierung beeinflusst nicht die Genomkopienzahl differenzierter
Keratinozyten. (A) Gesamtzelluldre DNA wurde nach 12 Tagen aus organotypischen Zellkulturen (HPV
31 Wildtyp oder Mutanten) isoliert und 50 ng mittels Multiplex gRT-PCR analysiert. Dargestellt sind
die HPV31 E2 Kopien pro zwei beta-Aktin Kopien. (C) RNA der HPV31 positiven organotypischen
Zellkulturen (Wildtyp oder Mutanten) bzw. aus einschichtigen HPV31wt-Zelllinien (WT M) wurde
isoliert und mittels qRT-PCR die Expression viralen Transkripte gemessen. Die Quantifizierung
erfolgte mit PGK1 als Referenz bezogen auf die Wildtyp Zelllinien. Die Fehlerbalken zeigen den SEM
von n24 unabhingigen organotypischen Zellkulturen.
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4.1.11 Die Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 S78 reguliert die Transkription zellularer

Gene

Die Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 S78 kdnnte die Regulation der Expression zelluldre Gene
beeinflussen. Um diese Annahme zu untersuchen, wurde eine Transkriptomanalyse durchgefiihrt.
RNA von HPV31 E8ME2 S78A Zelllinien, welche als organotypischen Zellkulturen kultiviert wurden,
sollte dabei mit RNA aus organotypischen Zellkulturen der HPV31 E8"E2 S78E Zelllinien verglichen
werden. Die Wahl des Phospho-Mimetikums anstelle des Wildtyp Proteins ist, wie bereits fir die
SILAC-Experimente (vgl. Abschnitt 4.1.8) damit zu begriinden, dass fir diese Kombination die
maximalen Effekte zu erwarten sind. Insgesamt wurde die RNA von jeweils drei Zelllinien von jeder
Mutante (basierend auf Keratinozyten von unterschiedlichen Spendern) mittels RNA-Sequenzierung
untersucht. Die RNA-Sequenzierung wurde dabei von MFT Services in Tubingen durchgefiihrt, die
statistische Auswertung der Daten erfolgte durch das Zentrum fir Quantitative Biologie der

Universitat Tlbingen.

Wurde bei der Auswertung ein, fiir die falsch positive Entdeckungsrate angepasstes Signifikanzniveau
von p=0,05 gewdhlt konnten keine Gene detektiert werden, welche in den beiden Zelllinien
signifikant unterschiedlich regulierten wurden. Ohne Anpassung fir die falsch positive
Entdeckungsrate und einem Signifikanzniveau von 0,05 konnten 92 unterschiedlich regulierte Gene
mit einer mindestens 2-fachen Anderung der Genexpression detektiert werden (Abbildung 19A).
Dabei war die Expression von 43 Genen in S78A Zelllinien vermindert und die Expression von 49

Genen erhoht (Tabelle 11 im Anhang).

Von diesen 92 Genen wurden im Folgenden fiinf ausgewahlt, deren Expression mittels qRT-PCR
validiert werden sollte. Dabei handelte es sich um die Gene CALB1 (p=0,0008), IFI27 (p=0,03), INSR1
(p=0,02), LYPD2 (p=0,000004) und UCA1 (p=0,005). Fir die Validierung wurde neben der RNA, die fir
die Transkriptomanalyse verwendet wurde auch RNA von jeweils drei weiteren S78A bzw. S78E
Zelllinien untersucht. Wie in Abbildung 19 dargestellt zeigte sich dabei, dass sich nur die Expression
von LYPD2 (Ly6/PLAUR domain-containing protein 2) in S78A Zelllinien signifikant von der Expression
in S78E Zelllinien unterschied (1,6-facher Unterschied). Flr dieses Gen wurde daher zuséatzlich die
Expression in Wildtyp Zelllinien untersucht. Diese ahnelte dabei der Expression in S78E Zelllinien, was
dafiir spricht, dass es sich hierbei um eine phosphorylierungs-abhingige Regulation durch HPV31
E8”AE2 handelt. Des Weiteren wurde RNA von Zelllinien untersucht, welche als einschichtige Kulturen
gehalten wurden. Dabei zeigte sich, dass die Expression von LYPD2 durch die Differenzierung
verstarkt wird, wobei keine Unterschiede zwischen Wildtyp und mutierten Zelllinien zu erkennen

waren (27,8-fach in Wildtyp Zelllinien, 30,2-fach in S78A Zelllinien und 21,4-fach in S78E Zelllinien).
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Auch in den undifferenzierten Zelllinien zeigte sich eine 2-fach reduzierte Expression von LYPD2 in
S78A Zelllinien verglichen mit Wildtyp Zelllinien und eine 2,3-fach reduzierte Expression verglichen

mit S78E Zelllinien.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass durch die Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 S78 die
Transkription des zelluldaren Gens LYPD2 in undifferenzierten und differenzierten Keratinozyten

reguliert wird.
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Abbildung 19: E8"E2 S78 Phosphorylierung reguliert die Transkription von LYPD2. (A) Grafische
Darstellung der Verteilung von hoch- (rote Punkte) bzw. herrunterregulierten Genen (blaue Punkte)
in HPV31 E8”E2 S78A organotypischen Zellkulturen verglichen mit HPV31 S78E organotypischen
Zellkulturen. (B) RNA von S78A und S78E organotypischen Kulturen (links) oder RNA von Wildtyp,
S78A und S78E Zelllinien, welche als einschichtige Kulturen (M) oder organotypische Kulturen (R)

kultiviert wurden (rechts), wurde isoliert und mittels qRT-PCR die Expression der angegebenen

Transkripte gemessen. Die Quantifizierung erfolgte mit PGK1 als Referenz bezogen auf S78A

organotypischen Kulturen. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=6 unabhangigen organotypischen

Zellkulturen und n=4 unabhadngigen RNA-Prdparationen aus einschichtigen Kulturen. Statistische

Signifikanz wurde mit einem gepaarten t-Test ermittelt (*p<0.05).
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4.2 HPV Replikation in normalen humanen Keratinozyten

Die Analysen der viralen Proteine im ersten Teil dieser Arbeit wurden grof3tenteils in permanenten
Zelllinien (HelLa und RTS3b) durchgefiihrt. Diese Zelllinien wurden bereits Gber einen langen Zeitraum
kontinuierlich passagiert, wodurch sie teilweise abweichende Charakteristika zu den Zellen
aufweisen, die urspriinglich aus dem Gewebe gewonnen wurden. Um virale Proteinfunktionen in
Zellen untersuchen zu konnen, welche die in vivo Situation besser wiederspiegeln, wurden daher
primare humane Keratinozyten verwendet, welche mit den beiden Onkoproteinen HPV31 E6 und E7
immortalisiert wurden. In diesen immortalisierten Keratinozyten (31E6/E7-NHK) ist es dabei, anders
als in Hela oder RTS3b Zellen, weiterhin moglich die terminale Differenzierung und somit den

produktiven Lebenszyklus der Papillomviren zu induzieren.

Die primaren humanen Keratinozyten sind, wie in Abschnitt 4.1.10 gezeigt dazu in der Lage die virale
Genomreplikation zu unterstiitzen. Wurden in den davon abgeleiteten immortalisierten Zellen
jedoch Luziferase-Reporteranalysen, als Testsystem fiir virale Replikation (vgl. Abschnitt 4.1.4)
durchgefiihrt konnte, anders als beispielsweise in HelLa Zellen tGberraschenderweise keine Zunahme

der Luziferase-Aktivitat gemessen werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: 31E6/E7-NHK zeigen keine Replikation des pGL31URR-Luc Reporterplasmids. 31E6/E7-
NHK wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 300 ng pGL31URR-Luc und der angegebenen Menge der
Expressionsvektoren fiir HPV31 E1 und HPV31 E2 kotransfiziert. Unterschiede in der DNA-Menge
wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der
Fluc zur Gluc Aktivitat dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=6 (Hela) bzw. n=7
(31E6/E7-NHK) unabhidngigen Experimenten, welche als Dupilkate durchgefiihrt wurden.
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Gleichzeitig sind diese Zellen jedoch dazu in der Lage, die Aktivierung des Reporterplasmids pC18-
SP1-Luc zu unterstiitzen (Abbildung 21). Dieses Reporterplasmid enthéalt vier E2-Bindungstellen
oberhalb eines minimalen Promotors, welcher die Expression der Firefly Luziferase kontrolliert und
ermoglicht somit die Analyse der viralen Transkriptionsmodulation durch das E2 Protein. Dies deutet
darauf hin, dass die Replikation des Reporterplasmids in diesen Zellen nicht auf Grund einer

unzureichender E2 Expression oder einer verdnderten E2 Funktion gestort ist.
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Abbildung 21: 31E6/E7-NHK unterstitzen die Aktivierung des pC18-SP1-Luc Reporterplasmids.
31E6/E7-NHK wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 100 ng des pC18-SP1-Luc Reporters sowie 10 ng des
HPV31 E2 Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc
Aktivitat dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von n=7 unabhdngigen Experimenten, welche
als Dupilkate durchgefiihrt wurden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, weshalb es in HPV31 E6/E7-immortalisierten
humanen Keratinozyten (31E6/E7-NHK) nicht moglich ist eine E1/E2-vermittelte Replikation des HPV-
Reporterplasmids zu beobachten. Die Untersuchungen wurden dabei beispielhaft am HPV Typ 31

durchgefihrt.
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4.2.1 Lokalisation und Stabilitdt des E1 Proteins ist in 31E6/E7-NHK nicht beeintrichtigt

Die N-terminale Region der E1 Proteine enthalt sowohl Kernlokalisationssignale (nuclear localization
signal, NLS) als auch Kernexportsignale (nuclear export signal, NES). Obwohl das E1 Protein
hauptsachlich in den Zellkernen der infizierten Zellen lokalisiert ist, konnten verschiedene Studien
zeigen, dass ein standiger Transport der E1 Proteine von BPV1, HPV11 und HPV31 zwischen Zellkern
und Zytoplasma stattfindet. Dieser Transport wird durch die Phosphorylierung des Proteins reguliert
(Deng et al.,, 2004; Fradet-Turcotte et al., 2010). Die nicht statt findende Replikation des
Reporterplasmids in 31E6/E7-NHK koénnte darauf zurick zu fiihren sein, dass der E1-Kern-
Zytoplasmatransports in diesen Zellen nicht korrekt reguliert wird, wodurch nicht genligend E1

Proteine im Zellkern lokalisiert sind, um eine Replikation zu gewahrleisten.

Um diese Annahme zu lberprifen, wurden 31E6/E7-NHK mit einem Expressionsvektor fiir ein Flag-
markiertes E1 Protein transfiziert und nach 48 h die Lokalisation von E1 in den Zellen mittels
Immunfluoreszenz-Analyse untersucht. Dabei zeigte sich, dass in allen Zellen, welche positiv fir E1
waren, das Protein vor allem im Zellkern lokalisierte, wohingegen im Zytoplasma der Zellen nur sehr
schwache Signale zu beobachten waren (Abbildung 22). Auffallig war jedoch, dass insgesamt nur eine

sehr geringe Anzahl an Zellen positiv fiir E1 war.

DNA/E1

Abbildung 22: Lokalisation von E1 ist in 31E6/E7-NHK nicht beeintrachtigt. 31E6/E7-NHK wurden mit
500 ng eines Expressionsplasmids fiir Flag-markiertes E1 Protein (pCMV neo 3xFlag-31E1) transfiziert,
48 Stunden nach Transfektion mit einem anti-Flag Antikorper gefarbt und mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA wurde mit DAPI (blau) angefarbt.
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4.2.2 Titrationen der E1 und E2 Expressionsplasmide resultieren nicht in einer

Replikation des Reporterplasmids

Interessanterweise konnte in 31E6/E7-NHK nicht nur keine Replikation (Zunahme der Luziferase-
Aktivitat) beobachtet werden, sondern sogar eine 5,6-fache Repression des Reporterplasmids
(Abbildung 20). Fiir das virale E2 Protein ist bekannt, dass es den friihen viralen Promotor inhibieren
kann (McBride, 2013). Die beobachtete Repression kdnnte darauf hinweisen, dass die fir die
Luziferase-Reporteranalyse transfizierte DNA Menge des Expressionsplasmids fiir E2 (30 ng) nicht
optimal, sondern zu hoch gewahlt ist. Ebenfalls konnte eine zu niedrig gewahlte Konzentration des E1
Expressionsplasmids Grund fiir die insuffiziente E1 Expression in diesen Zellen und somit Grund fir
die nicht stattfindende virale Replikation sein. Um diese Annahmen zu untersuchen, wurde daher
getestet, ob eine Veranderung der transfizierten DNA Menge zu einer Zunahme der Luziferase-
Aktivitat fahrt. Wie in Abbildung 23 dargestellt, konnte jedoch auch bei einer Erhéhung der
transfizierten E1 DNA Menge keine virale Replikation beobachtet werden. Ebenfalls wurde auch
durch eine Verringerung der transfizierten E2 DNA Menge keine Zunahme der Luziferase-Aktivitat

erzielt, was darauf hinweist, dass die beobachtete Repression nicht E2-vermittelt ist.
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Abbildung 23: E1- und E2-Titration in 31E6/E7-NHK. Die Zellen wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 300 ng
pGL31URR-Luc und der angegebenen Menge der Expressionsplasmide fiir HPV31 E1 und HPV31 E2
kotransfiziert. Unterschiede in der DNA Menge wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5
ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat dargestellt.
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4.2.3 5’-verlangerte E1-Konstrukte erhohen die Luziferase-Aktivitat

HPV18 E1 Proteine werden von einer polycistronischen mRNA exprimiert, welche Leserahmen fiir E6,
E7 und E1 enthalt (Remm et al., 1999). Remm und Kollegen beobachteten, dass E1 Proteine von
HPV6, HPV11 und HPV18 nur gering exprimiert werden, wenn der Leserahmen fiir das E1 Protein
ohne flankierende 5°-Sequenzen in Expressionsplasmide kloniert wird. Daher sollte als nachstes
untersucht werden, ob die Expression des HPV31 E1 Proteins durch das Einfligen von flankierenden
Sequenzen ebenfalls verbessert und dadurch die E1/E2-vermittelte Replikation des pGL31URR-Luc
Reporterplasmids ermdoglicht werden kann. Zu diesem Zweck wurden zwei E1 Expressionsplasmide
generiert, welche zusatzlich die oberhalb des E1 Leserahmen liegende DNA-Sequenz, beginnend
beim P97 bzw. P742 Promoter, enthalten (pSG31 P97/E1 bzw. pSG31 P742/E1). Diese
Expressionsplasmide wurden zusammen mit dem Expressionsplasmid fir E2 und dem pGL31URR-Luc
Reporterplasmid in 31E6/E7-NHK und zur Kontrolle in Hela Zellen transfiziert und nach 48 Stunden
die Luziferase-Aktivitait gemessen. In Hela Zellen konnte durch eine Kotransfektion der 5°-
verlangerten E1 Expressionsvektoren eine 3,5-fach (pSG31 P97/E1) bzw. 3,8-fach (pSG31 P742/E1)
starkere Replikation des Reporterplasmids beobachtet werden (Abbildung 24). Auch in 31E6/E7-NHK
konnte mit beiden Konstrukten eine erhdhte Luziferase-Aktivitdt beobachtet werden (1,6-fach fir
P97/E1 bzw. 4,1-fach fiir P742/E1 gegenlber dem einfachen E1-Konstrukt). Allerdings konnte in
dieser Zelllinie auch unter Verwendung der verlangerten Konstrukte keine Replikation des

Reporterplasmids beobachtet werden.
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Abbildung 24: Verlangerte E1-Konstrukte fiihren nicht zu einer Replikation des Reporterplasmids.
Hela Zellen und 31E6/E7-NHK wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 50 ng bzw. 300 ng pGL31URR-Luc,
100 ng bzw. 300 ng der angegebenen E1 Expressionsplasmide und 10ng bzw. 30ng des E2
Expressionsplasmids kotransfiziert. Unterschiedliche DNA Mengen wurden mit dem leeren
Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von jeweils n=4 (Hela) bzw. n=5 (31E6/E7-NHK)
unabhangigen Experimenten, welche als Duplikate durchgefiihrt wurden.
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4.2.4 Codon-Optimierung von HPV31 E1 erho6ht die Luziferase-Aktivitat

Eine insuffiziente E1 Expression in 31E6/E7-NHK konnte auRer durch eine zu geringe transfizierte E1
DNA Menge auch dadurch bedingt sein, dass Spleil3-Signale im E1 Leserahmen die Expression des E1
Proteins beeinflussen. Dem wiirde durch eine Codon-Optimierung des E1 Gens entgegen gewirkt
werden. Um zu untersuchen, ob eine Codon-Optimierung von E1 zu einer besseren E1 Expression
und dadurch zu einer Replikation des Reporterplasmid in 31E6/E7-NHK fiihrt, wurden 31E6/E7-NHK
und als Kontrolle Hela Zellen mit dem Reporterplasmid pGL31URR-Luc sowie mit
Expressionsplasmide fir HPV31 E1 und E2 kotransfiziert. Dabei wurden zusatzlich zum
unmodifizierten E1 Expressionsplasmid zwei unterschiedliche Expressionsplasmide fiir Codon-
optimiertes E1 verwendet (pCMV neo 3xFlag-31E1 und pSG 31 E1 3xFlag). Bei der Codon-
Optimierung wurde die Gensequenz so modifiziert, dass die im menschlichen Organismus statistisch
am haufigsten genutzten Codons fiir die entsprechenden Aminosauren kodieren.

Wie in Abbildung 25 dargestellt konnte bei der Kotransfektion der Codon-optimierten E1 Konstrukte
in Hela Zellen eine deutliche Verbesserung der viralen Replikation beobachtet werden, verglichen
mit der Kotransfektion des nicht modifizierten E1 Gens (7,6-fache Verbesserung durch pCMV neo
3xFlag-31E1 bzw. 4,2-fache Verbesserung durch pSG 31 E1 3xFlag). In 31E6/E7-NHK hingegen konnte
auch unter Verwendung der Codon-optimierten E1 Konstrukte keine Replikation des
Reporterplasmids beobachtet werden. Allerdings wurde die Repression des Reporterplasmid
aufgehoben, was darauf hindeutet, dass die Verwendung der Codon-optimierten Konstrukte die

Expression des E1 Proteins auch in 31E6/E7-NHK verbessert.
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Abbildung 25: Codon-Optimierung von E1 flhrt nicht zu einer Replikation des Reporterplasmids.
Hela Zellen wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 50 ng pGL31URR-Luc, 100 ng der angegebenen E1
Expressionsplasmide und 10 ng des E2 Expressionsplasmids kotransfiziert. 31E6/E7-NHK wurden mit
0,5 ng pCMV-Gluc, 300 ng pGL31URR-Luc, 300 ng der angegebenen E1 Expressionsplasmide und
30 ng des E2 Expressionsplasmids kotransfiziert Unterschiede in der DNA Menge wurden mit dem
leeren Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc
Aktivitat dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von jeweils n=3 unabhingigen Experimenten,
welche als Duplikate durchgefiihrt wurden.

4.2.5 Kotransfektion weiterer frither viraler Gene resultiert nicht in einer Replikation des

Reporterplasmids

Primare Keratinozyten, von welchen die 31E6/E7-NHK Zelllinie abgeleitet ist, sind in der Lage die
virale Genomreplikation in der Zellkultur zu unterstiitzen. In undifferenzierten Keratinozyten werden
neben den E1 und E2 Proteinen noch weitere friihe Proteine (E4, E5, E6, E7 und E8”E2) von den
viralen Genomen exprimiert. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch fir die Replikation des
Reporterplasmids auBer den Replikationsproteinen E1 und E2 noch die friihen Proteine E4 und E5
benotigt werden, bzw. dass in den 31E6/E7-NHK die Menge der viralen E6 und E7 Proteine nicht
ausreicht um die Replikation des Reporterplasmids zu gewahrleisten. Auch denkbar ware, dass
geringe Mengen des Repressors E8ME2 benstigt werden, um Gleichgewichte zwischen den viralen
Proteinen zu regulieren und so eine korrekte Replikation zu gewahrleisten. Um dies zu untersuchen,
wurden 31E6/E7-NHK mit dem Reporterplasmid pGL31URR-Luc sowie mit Expressionsplasmide fir
HPV31 E1 und E2 kotransfiziert. Zusatzlich wurden die Zellen auch mit zwei unterschiedlichen
Mengen der Expressionsplasmide flir HPV31 E4, E5, E6 oder E7 transfiziert bzw. mit einer geringen
Menge des Expressionsplasmids fiir HPV31 E8”E2. Wie in Abbildung 26 dargestellt zeigte sich dabei,
dass die Kotransfektion von keinem der frilhen Genprodukte zu einer erfolgreichen Replikation des

Reporterplasmids fiihrte. Durch die Kotransfektion von 300 ng an E4, E6 oder E7 war es lediglich
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moglich die E1/E2-vermittelte Repression des Reporters aufzuheben. Diese Daten zeigen, dass die
E1/E2-vermittelte Replikation des Reporterplasmids in 31E6/E7-NHK nicht durch das Fehlen eines

einzelnen weiteren friihen Proteins bedingt wird.
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Abbildung 26: Kotransfektion friher Genprodukten ermoglicht keine Replikation in 31E6/E7-NHK.
Die Zellen wurden mit 0,5 ng pCMV-Gluc, 300 ng pGL31URR-Luc, 300 ng des E1 Expressionsplasmids
(pSG31 E1), 30 ng des E2 Expressionsplasmids sowie 20 ng bzw. 300 ng der Expressionsplasmide fiir
E4, E5, E6, E7 oder E8"E2 kotransfiziert. Unterschiedliche DNA Mengen wurden mit dem leeren
Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die Werte sind als Verhaltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von jeweils n=3-4 unabhdngigen Experimenten, welche
als Duplikate durchgefiihrt wurden.

4.2.6 Die Inhibition der DNA-Schadensantwort fiihrt nicht zur Replikation in 31E6/E7-
NHK

Mehrere Publikationen zeigen, dass E1 Proteine eine DNA-Schadensantwort (DNA-Damage-
Response, DDR) in den Wirtszellen auslosen kénnen. Dies liegt vermutlich an der Helikase-Aktivitat
von E1 bzw. an der Interaktion von E1 mit der zelluldaren DNA und der daraus resultierender
unregulierten Entwindung der zelluldaren DNA, die Ausloser fir die DNA-Schadensantwort ist (Bristol
et al., 2017). In differenzierten Keratinozyten zeigte sich, dass diese DNA-Schadensantwort
vorteilhaft fir den viralen Lebenszyklus ist, vermutlich da auf diese Weise zelluldire DNA-
Replikationsproteine und DNA-Schadensreparaturproteine auch fiir die virale Replikation verfiigbar
gemacht werden (Spriggs & Laimins, 2017). Zugleich werden durch die DNA-Schadensantwort, die in
einer Aktivierung der ATM-Kinase (ataxia telangiectasia mutated Kinase) resultiert, auch Signalwege

initiiert, welche letztendlich zu einem Zellzyklusarrest oder der Apoptose fiihren. Die Aktivierung der
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ATM Kinase flihrt dartiber hinaus auch zur Phosphorylierung des Histonproteins H2AX am Serin 139.
Diese phosphorylierte Form von H2AX wird auch als yH2AX bezeichnet, ist an der Rekrutierung von
DNA-Reparaturproteinen beteiligt und ist somit ein DNA-Schadensmarker (Alberts et al., 2014). In
undifferenzierten, sich noch teilenden Keratinozyten muss dem ATM-vermittelten Zellzyklusarrest
entgegen gewirkt werden, um sicher zu stellen, dass sich die infizierten Zellen weiterhin teilen und
somit den langfristigen Erhalt der Viren zu gewahrleisten (Spriggs & Laimins, 2017). Dies wird unter
anderem auch Uber eine Regulation des E1-Kern-Zytoplasmatransports erreicht (Fradet-Turcotte et
al., 2010).

Diese Befunde kdonnten darauf hinweisen, dass nicht eine insuffiziente E1 Expression, sondern eine zu
starke DNA-Schadensantwort fiir das Ausbleiben der viralen Replikation in 31E6/E7-NHK
verantwortlich ist. Um diese Annahme zu untersuchen, wurden zundchst 31E6/E7-NHK mit dem
Reporterplasmid pGL31URR-Luc sowie mit Expressionsplasmide fiir Flag-markiertes E1 (pCMV neo
3xFlag-31E1) und E2 kotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen Flag-
E1l und yH2AX angefdarbt und die Expression dieser Proteine mittels Immunfluoreszenz-Analysen

untersucht.

Dabei zeigte sich, dass alle E1 positiven Zellen eine sehr starke Expression von yH2AX aufwiesen
(Abbildung 27), wohingegen E1 negative Zellen meist auch negativ fir den DNA-Schadensmarker
yH2AX waren. Dieser Befund unterstiitzt die Annahme, dass eine zu starke DNA-Schadensantwort die

virale Replikation in 31E6/E7-NHK verhindert.

Um diese Theorie weiter zu untersuchen, wurden 31E6/E7-NHK mit dem Reporterplasmid
pGL31URR-Luc und Expressionsplasmide fir HPV31 E1 und E2 kotransfiziert und 48 Stunden nach
Transfektion die virale Replikation als Zunahme der Luziferase-Aktivitat gemessen. Zusatzlich wurden
die Zellen 24 Stunden bzw. 48 Stunden vor der Messung mit dem ATM Kinase Inhibitor Ku-55933
behandelt, um einen durch die DNA-Schadensantwort ausgeldsten Zellzyklusarrest der Zellen zu
verhindern und eine virale Replikation zu erméglichen. Uberraschenderweise zeigte sich dabei, dass
auch nach Behandlung mit Ku-55933 in 31E6/E7-NHK keine Zunahme der Luziferase-Aktivitat bei
Kotransfektion von E1 und E2 zu beobachten war, also keine virale Replikation stattfand (Abbildung

27).
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Abbildung 27: Die Transfektion von E1 I6st eine starke DNA-Schadensantwort in 31E6/E7-NHK aus.
(A) 31E6/E7-NHK wurden mit 700 ng des Reporterplasmids pGL31URR-Luc, 700 ng eines
Expressionsplasmids fiir Flag-markiertes E1 Protein (pCMV neo 3xFlag-31E1) und 70 ng des
Expressionsplasmids fiir E2 kotransfiziert. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen mit einem anti-Flag Antikorper (rot) oder einem anti-yH2AX Antikorper (griin) gefarbt und
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA wurde mit DAPI (blau) angeféarbt. (B)
31E6/E7-NHK  wurden mit 0,5ng pCMV-Gluc, 300ng pGL31URR-Luc, 300ng des E1
Expressionsplasmids (pSG31 E1) und 30ng des E2 Expressionsplasmids kotransfiziert.
Unterschiedliche DNA Mengen wurden mit dem leeren Expressionsplasmid pSG5 ausgeglichen. Die
Zellen wurden zuséatzlich fur 24 Stunden, bzw. 48 Stunden mit dem Inhibitor Ku-55933
(Endkonzentration 10 uM) behandelt. Die Werte sind als Verhéltnisse der Fluc zur Gluc Aktivitat
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM von jeweils n=3-4 unabhdngigen Experimenten, welche
als Duplikate durchgefiihrt wurden.
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Die Aktivierung der ATM Kinase resultiert in der Phosphorylierung mehrere Substratproteine. Unter
anderem wird p53 an Serin 15 phosphoryliert und dadurch aktiviert. Das aktivierte p53 fuhrt iber die
Aktivierung des p21 Proteins und der dadurch bedingten Inhibition von Cyclin-abhangigen Kinasen

(cyclin-dependent kinases, CDK) zu einem Zellzyklusarrest in der G1/S-Phase.

Um die Auswirkungen der DNA-Schadensantwort in 31E6/E7-NHK auf die virale Replikation weiter zu
untersuchen, wurde in einem nachsten Schritt die Expression des Effektorproteins p21 mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wurden 31E6/E7-NHK, welche mit dem
Reporterplasmid sowie Expressionsplasmide fiir HPV31 E1 und E2 kotransfiziert wurden 48 Stunden
nach Transfektion mit Antikorpern gegen Flag-E1 und p21 angefarbt und mikroskopiert.
Uberraschenderweise zeigte sich dabei, dass alle Zellen, welche das viralen E1 Protein exprimierten
keine p21 Expression aufwiesen, bzw. alle p21 positiven Zellen negativ fiir das E1 Protein waren
(Abbildung 28). Dies konnte darauf hinweisen, dass sich die Zellen nicht in der optimalen
Zellzyklusphase (der friihen S-Phase) befinden, um die Replikation des Reporterplasmids zu

unterstitzen.

p21 E1 p21/E1/DNA

Abbildung 28: E1 positive Zellen sind negativ fir p21. 31E6/E7-NHK wurden mit 700 ng des
Reporterplasmids pGL31URR-Luc, 700 ng des pCMV neo 3xFlag-31E1 Expressionsplasmids und 70 ng
des Expressionsplasmids fiir E2 kotransfiziert. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen mit einem anti-Flag Antikorper (griin) oder einem anti-p21 Antikorper (rot) gefarbt und mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA wurde mit DAPI (blau) angefarbt.
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5 DISKUSSION

Humane Papillomviren (HPV) gehoren zu den am haufigsten sexuell (bertragbaren
Krankheitserregern weltweit. Wahrend die meisten Infektionen asymptomatisch verlaufen kann die
persistente Infektion einiger  weniger  Alpha-Papillomviren die Entstehung  von

Oropharynxkarzinomen oder Karzinomen des Anogenitaltrakts, insbesondere der Zervix bewirken.

HPV infizieren undifferenzierte Keratinozyten der basalen Epithelschicht von Haut und
Schleimhauten. Nach der Primarinfektion findet in den Wirtszellen eine initiale Amplifikation satt,
wodurch die virale Kopienzahl auf ungefdahr 100 ansteigt. Danach gehen die Viren in eine persistente
Phase Uber, in welcher die Zahl der viralen Genome pro Zelle konstant gehalten wird. Der HPV
Lebenszyklus hangt stark von der Differenzierung der infizierten Keratinozyten ab. Erst durch die
Differenzierung der Wirtszelle wird eine zweite starke Amplifikationsrunde eingeleitet, die
Kapsidproteine L1 und L2 exprimiert und letztendlich neue infektiose Partikel produziert. Die
Replikation wahrend der initialen Amplifikationsphase ist abhangig von den beiden viralen Proteinen
E1 und E2, welche im Komplex an den viralen Replikationsursprung binden (Bergvall et al., 2013;
McBride, 2013). E1 besitzt eine Helikase-Aktivitdt und rekrutiert zelluldre Replikationsproteine zum
viralen Replikationsursprung, wodurch die Replikation eingeleitet wird. E2 dient nicht nur als
Replikationsprotein sondern ist auch ein Regulator der viralen Transkription und vermittelt die

Bindung des viralen Genoms an die Wirtschromosomen wahrend der Mitose.

Neben dem vollstandigen E2 Protein kodieren mehrere HPV fiir eine verkiirzte Form des E2 Proteins,
welches durch alternatives SpleiRen entsteht. Dieses ES8"E2 Protein besteht aus der C-terminalen
DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane sowie der Hinge-Region des E2 Proteins und einer kurzen
N-Terminale E8-Domane. Das HPV E8"E2 Protein ist ein wichtiger Regulator der viralen Transkription
und Replikation wobei die E8-Domane fiir die Repressionsaktivitdt verantwortlich ist (Zobel et al.,
2003; Dreer et al., 2016). Virale Genome, welche kein ES8"E2 exprimieren kénnen, zeigen eine stark
erhohte Genomkopienzahl in Kurzzeitanalysen (Stubenrauch et al., 2000; Zobel et al., 2003; Lace et
al.,, 2008). In Langzeitanalysen zeigt sich eine erhéhte Genomkopienzahl fiir HPV16 Genome,
wohingegen HPV31 Genome in die Wirtschromosomen integrieren (Stubenrauch et al., 2000; Lace et

al., 2008; Straub et al., 2014).
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5.1 Das E8"E2 Protein von HPV31 wird phosphoryliert

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die E2 Proteine verschiedener Papillomviren post-
translational modifiziert werden (McBride, 2013). Die Hauptphosphorylierungsstellen des E2 Proteins
des bovinen Papillomvirus 1 (5298 und S301) befinden sich in der Hinge-Region des Proteins und
regulieren die Proteinstabilitdt sowie die DNA-Bindungsaktivitdt. Auch die Phosphorylierungsstellen
der humanen Papillomviren 8 und 16 sind in der Hinge-Region der Proteine lokalisiert und sind mit
der Proteinstabilitdt sowie DNA-Bindungsaktivitdt der Proteine assoziiert (Sekhar & McBride, 2012;
Chang et al., 2014). Bisher gibt es jedoch keine Studien die untersuchen, ob die viralen E8"E2
Repressorproteine, welche sowohl im C-Terminus als auch in der Hinge-Region mit dem E2 Protein

identisch sind, ebenfalls durch Phosphorylierungen modifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte unter Verwendung einer Hela basierten Zelllinie, in der die
Expression des HPV31 E8”E2 Proteins durch die Behandlung mit Doxycyclin induziert werden kann,
mittels massenspektrometrischer Analysen gezeigt werden, dass das HPV31 E8”E2 Protein ebenfalls
phosphoryliert wird. In Ubereinstimmung mit den Befunden fiir BPV1, HPV8 und HPV16 sind auch die
phosphorylierten Serine 78, 81 und 100 des HPV31 E8”E2 Proteins in der Hinge-Region lokalisiert.
Massenspektrometrische Analysen von Hela Zellen, welche mit E2 Expressionsplasmiden transfiziert
wurden zeigten, dass die korrespondierenden Serine 266 und 269 im E2 Protein ebenfalls
phosphoryliert werden. Interessanterweise konnte eine Phosphorylierung von S288, welches dem

S100 von E8”E2 entspricht in den durchgefiihrten Experimenten nicht detektiert werden.

Phos-Tag Analysen von unterschiedlichen HPV31 E8ME2 transfizierten Keratinozyten Zelllinien lassen
auBerdem erkennen, dass S78 die Hauptphosphorylierungsstelle des Proteins darstellt; ungefahr
50 % der Proteine weisen an dieser Stelle eine Phosphorylierung auf. Eine deutlich geringere Fraktion
des Proteins scheint hingegen an den Serin-Seitenketten 81 und 100 phosphoryliert zu sein.

Uberraschenderweise deuten die Phos-Tag Analysen darauf hin, dass das E2 Protein hauptsichlich in
der unphosphorylierten Form vorliegt. Dies kénnte erklaren, warum die Phosphorylierungsstellen des
E2 Proteins in massenspektrometrischen Analysen nicht reproduzierbar identifiziert werden konnten.
Ob die Phosphorylierung von S288 aus demselben Grund nicht identifiziert werden konnte oder ob
dieses Serin in E2 Proteinen tatsdchlich nicht phosphoryliert wird konnte jedoch nicht abschliefend

geklart werden.

Da sich das E8ME2 Protein nur im N-Terminus von E2 unterscheidet deutet der Befund, dass die
Phosphorylierung der Proteine unterschiedlich stark ausgepragt ist darauf hin, dass die

Phosphorylierung des E8"E2 Proteins von der E8-Domadne moduliert wird. Fiir HPV16 konnte gezeigt
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werden, dass der N-Terminus von E2 die Calcineurin Phosphatase rekrutiert, was in einer
Dephosphorylierung des E2 Proteins resultiert (Chang et al., 2011). Ein ahnlicher Mechanismus
konnte auch fir den unterschiedlichen Grad an Phosphorylierung von HPV31 E2 und E87E2
verantwortlich sein. Ebenfalls denkbar ware, dass die Unterschiede in der GréRe des N-Terminus von
E2 (200 Aminosduren) und E8AE2 (12 Aminosauren) zu einer Strukturverdnderung der Hinge-Region
flhrt, wodurch die phosphorylierten Serine der beiden Proteine unterschiedlich exponiert werden.
Um genau zu klaren, wodurch die Unterschiede in der Phosphorylierung von E2 und E8AE2 zu Stande

kommen sind in Zukunft weitere Untersuchungen nétig.

Serin 301 des BPV1 E2 Proteins wird von der Casein Kinase 2 (CK2) phosphoryliert. Diese acidophile
Kinase phosphoryliert Serin- und Threonin-Seitenketten bevorzugt dann, wenn die Proteinsubstrate
das Sequenzmotiv pS/pT-X-X-D/E aufweisen (Salvi et al., 2009). Dabei kann das X an den Positionen
+1 und +2 bezogen auf das phosphorylierte Serin (pS) bzw. das phosphorylierte Threonin (pT) fir
jede beliebige Aminosadure stehen, wohingegen sich an der +3 Position eine saure Aminosaure
(Asparaginsdure D oder Glutaminsdure E) befindet. An der +3 Position des Serins 78 von HPV31
E8AE2 befindet sich keine saure Aminosaure, jedoch ist an der +2 Position ein Asparaginsaurerest
(D80) vorhanden. S78 befindet sich daher im untypischen CK2 Sequenzmotiv pS/pT-X-D/E und stellt
somit ein potenzielles Substrat fir diese Kinase dar. Interessanterweise ist D80 in allen Alpha-HPV-
Typen konserviert, welche auch S78 aufweisen (Abbildung 5B). Der saure Aminosaurerest an der +3
Position des Sequenzmotivs kann ebenfalls durch eine phosphorylierte Aminosaure ersetzt werden,
was eine hierarchischen Phosphorylierung des Substrates bedingt. Phos-Tag Analysen zeigen jedoch,
dass dies bei der Phosphorylierung von S78 nicht der Fall ist, da die S81A Mutation keine
Veranderung in der Intensitdt der unterschiedlich migrierenden Banden aufweist (Abbildung 6). Die
S78 Phosphorylierung ist also nicht von der Phosphorylierung des S81 abhangig.

Serin 253 des HPV8 E2 Proteins befindet sich in der fir viele verschiedene Kinasen gangigen
Konsensussequenz R-X-X-pS. Das R an der -3 Position stellt dabei die Aminosdure Arginin dar,
wohingegen das X an den -2 und -1 Positionen fiir eine beliebige Aminosdure steht. HPV8 E2 S253
wird von der Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert (Sekhar & McBride, 2012). Da sich auch S78 des
HPV31 E8ME2 Proteins innerhalb eines R-X-X-pS Sequenzmotivs befindet, kann vermutet werden,
dass auch dieses Serin von der PKA phosphoryliert wird. Anders als der Asparaginsaurerest D80 ist
R75 unter Alpha-Papillomviren jedoch nicht besonders stark konserviert. Auch die Phos-Tag Analysen
der Hela pInducer 31 E8"E2-HA Zellen, welche mit einem PKA oder CK2 Inhibitor behandelt wurden,
lassen vermuten, dass PKA bei der Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 weniger von Bedeutung ist,
wohingegen sich fiir CK2 eine Beteiligung an der Phosphorylierung vermuten lasst (Abbildung 7). Um
endglltig aufzuklaren welche Kinase fiir die Phosphorylierung des S78 verantwortlich ist, missen in

Zukunft jedoch weitere Analysen durchgefiihrt werden.
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5.2 Die Phosphorylierung des E8"E2 Proteins hat Auswirkungen auf dessen

Funktion als Repressor der Replikation und Transkription

Die Untersuchungen der funktionellen Konsequenz einer HPV31 E8"E2 Phosphorylierung wurden
mittels Luziferase-Reporteranalysen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Mutation des Serins 78
zu Alanin die Aktivitat des Proteins deutlich beeinflusste, wohingegen die entsprechende Mutation
des E2 Proteins (5266A) keine Auswirkungen auf die Aktivitdt von E2 hatte. Durch eine Mutation des
Serins 78 zu Glutaminsaure, was eine konstitutive Phosphorylierung des Proteins simuliert, konnte
der beobachtete Effekt aufgehoben werden, wohingegen die entsprechende E2 Mutation (S266E)
ebenfalls keine Auswirkung auf die Proteinaktivitdt hatte. Diese Daten zeigen deutlich, dass durch
Phosphorylierung die E8ME2 Repressionsaktivitdt spezifisch beeinflusst wird. Dabei ist die
Phosphorylierung von S78 wichtig fur die Funktion von E87E2 als Repressor der Replikation und
Transkription. Der Phadnotyp konnte in unterschiedlichen Keratinozyten basierten Zelllinien
beobachtet werden und steht dabei im Einklang mit der Beobachtung, dass eine grolRe Fraktion des
E8AE2 Proteins an diesem Serin phosphoryliert ist.

Fir die Mutation des Serins 100 zeigte sich ebenfalls ein phosphorylierungs-abhéangiger Phanotyp,
wohingegen die entsprechenden E2 Mutationen keine Auswirkungen hatten. Interessanterweise
scheint sich die Phosphorylierung an dieser Position jedoch negativ auf die Repressionsaktivitdt von
E8ME2 auszuwirken: Wahrend die S100A Mutation keinen Funktionsveranderung aufweist, nimmt die
Repressionsaktivitat fiir die SI00E Mutante deutlich ab. In Ubereinstimmung damit zeigten Phos-Tag

Analysen, dass nur ein geringer Anteil des E8*E2 Proteins eine Phosphorylierung des S100 aufweist.

Fir Phosphorylierung von E2 Proteinen an Aminosaureresten in der Hinge-Region konnte gezeigt
werden, dass dies die DNA-Bindung der Proteine beeinflusst (Sekhar & McBride, 2012; Schuck et al.,
2013; Chang et al., 2014). Fir BPV1 fuhrt die Phosphorylierung von S298 und S301 zu einer
Verminderung der DNA-Bindeaktivitat, wohingegen die Phosphorylierung von HPV8 und HPV16 eine
gegenteilige Wirkung hat. Sie fuhrt zu einer Verstarkung der E2-Bindung an Chromosomen der
Wirtszelle.

Fir die HPV31 E8"E2 S100E Mutante zeigte sich eine um ca. 50 % verringerte DNA-Bindeaktivitat,
verglichen mit dem Wildtyp Protein, bei der Durchfiihrung von in vivo Experimenten. Dies konnte mit
dafiir verantwortlich sein, dass die Repressionsaktivitat dieser Mutante gegenliber dem Wildtyp
Protein verringert ist. Uberraschenderweise konnten fiir die Mutanten des Serins 78 bei der Analyse
der DNA-Bindeaktivitdat weder bei in vitro noch bei in vivo Analysen ein Unterschied, verglichen mit
dem Wildtyp Protein beobachtet werden. Eine verringerte DNA-Bindeaktivitdt an E2-Bindestellen ist

daher nicht die Ursache des Funktionsverlusts von E8”E2 S78A. Ebenso zeigten Immunfluoreszenz-
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Analysen sowie Western Blot Analysen der mutierten Proteine, dass sich die verringerte
Repressionsaktivitait der S78A Mutante nicht auf eine verdnderte Proteinlokalisation oder

Proteinmenge zurlickfihren lasst.

Die Phosphorylierung von BPV1 E2 fiihrt zu einer Strukturdnderung des Proteins (Penrose et al.,
2004). Die Hinge-Region, in der die Phosphorylierungsstelle lokalisiert ist, dient als flexibler Linker
zwischen der DNA-Bindedomdne und der N-terminalen Domane des E2 bzw. des E8"E2 Proteins. Fir
die eigentliche Transkriptions-, bzw. Replikationsaktivitdt des E2 Proteins scheint diese Region nicht
relevant zu sein, jedoch scheint sie als Abstandshalter zwischen der Transaktivierungsdomane und
der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméane zu dienen, um eine sterische Hinderung zwischen
den Doménen zu vermeiden (Winokur & McBride, 1992). Dariiber hinaus konnte flir das E2 Protein
von HPV11 gezeigt werden, dass die Hinge-Region nukledre Lokalisationssignale sowie nukledre
Matrixassoziationskomponenten enthilt (Zou et al., 2000). Dazu passend zeigt die ESAE2-Mutante, in
welcher die komplette Hinge-Region deletiert und durch ein HA-Epitop ersetzt wurde keine
Beeintrachtigung der Repressionsaktivitdt jedoch eine abweichende intrazelluldare Lokalisierung,
verglichen mit dem Wildtyp Protein. Dies deutet zum einen darauf hin, dass auch in der Hinge-Region
von HPV31 E2 bzw. E8*E2 Proteinen ein nukledres Lokalisationssignal vorhanden ist. Des Weiteren
zeigen diese Ergebnisse, dass auch im Repressorprotein die Hinge-Region nicht fiir die eigentliche
Funktion bendtigt wird (Abbildung 13). Denkbar ware jedoch, dass fir ein voll funktionsfahiges
Protein die DNA-Bindedomane und die N-terminale Transaktivierungsdomane eine bestimmte
Ausrichtung zueinander aufweisen missen. Eine Phosphorylierung des S78 konnte diese Ausrichtung
verandern, was in einer Funktionsstorung resultiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nicht
untersucht werden, ob die Phosphorylierung der HPV31 E87E2 Hinge-Region tatsdchlich die

Proteinstruktur beeinflusst und ob dies Auswirkungen auf die Funktion des Proteins hat.

Die E8ME2 vermittelte Repression der Replikation und Transkription ist abhdngig von der Interaktion
mit dem zelluldren NCoR/SMRT-Korepressorkomplex. Dabei ist das in Alpha-HPV hoch konservierte
KWK-Motiv in der E8-Domane des Proteins entscheidend fiir diese Interaktion (Powell et al., 2010;
Dreer et al., 2016). Proteine mit einer mutierten KWK-Sequenz kdnnen nicht mehr mit den
Komponenten des NCoR/SMRT-Komplexes interagieren und die E8-vermittelte Repression der
Replikation und Transkription wird aufgehoben. Ko-Immunprazipitationsanalysen in Hela Zellen
zeigten, dass die Phosphorylierung von HPV31 E87E2 diese Interaktion nicht offensichtlich
beeinflusst. Sowohl Proteine mit einer S78A Mutation, als auch Proteine mit einer SI00E Mutation
zeigen keine Beeintrachtigung in der Interaktion mit TBLR1 und HDAC3, zwei Komponenten des

NCoR/SMRT-Komplexes.
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Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung des HPV31 E8"E2 S78 die Interaktion mit anderen
zellularen Proteinen beeintrachtigt, wurden quantitative massenspektrometrische Analysen
durchgefihrt. Markierte S78A oder S78E transfizierte Hela Zellen wurden hierflr hinsichtlich ihrer
unterschiedlich stark ausgepragten Anreicherung von zelluldren Proteinen untersucht. Die Ergebnisse
dieser Interaktionsstudie zeigten, dass durch die Phosphorylierung von HPV31 E8"E2 S78 nur die
Interaktion mit wenigen zelluldaren Proteinen beeinflusst wird. Dabei weist die unphosphorylierte
Form des E8”E2 vor allem eine verstarkte Bindung an Histone auf. Auch die Bindung an die Proteine
CHD2 (chromodomain helicase DNA binding protein 2) und PELP1 (Proline-, glutamic acid-, and
leucine-rich protein 1) ist fir unphosphorylierte E8A"E2 Proteine verstarkt. CHD2 gehort zur CHD-
Proteinfamilie, welche durch die Modifizierung von Chromatin die Genexpression beeinflussen kann
(Marfella & Imbalzano, 2007). PELP1 ist ein transkriptioneller Koregulator von zahlreichen
Transkriptionsfaktoren und nukledren Rezeptoren (z.B. Estrogen-Related Receptor ERRa oder
Androgenrezeptor AR). PELP1 bindet des Weiteren an Histone und kann ebenfalls mit mehreren
Chromatin modifizierenden zelluldren Proteinkomplexen interagieren (Sareddy & Vadlamudi, 2016).

Zusammenfassen deuten die Daten der Interaktionsstudie darauf hin, dass durch die
Phosphorylierung des S78 die Interaktion von HPV31 E8AE2 mit Histonen sowie die Modifikation der
Histone und damit verbunden die Transkription verhindert wird. Der Verlust der Repressionsaktivitat
von unphosphorylierten E8”E2 Protein hingegen kdnnte mit der verstarkten Bindung an Chromatin
modifizierende Proteine und der damit verbundenen transkriptionellen Aktivierung assoziiert sein.
Der genaue Mechanismus der zum Verlust der Repressionsaktivitdt der EBAE2 S78A Mutante fiihrt

bleibt jedoch weiterhin zu klaren.

Fir HPV16 Genome konnte gezeigt werden, dass der Ausschalten des E82E2 Gens zu einer starken
Erhéhung der viralen Genomkopien in undifferenzierten und differenzierten Keratinozyten fiihrt
(Lace et al., 2008; Straub et al., 2014). HPV31 Genome, welche kein E8"E2 exprimieren zeigen
ebenfalls eine stark erhohte virale Genomkopienzahl in undifferenzierten Zellen, wobei
Langzeitstudien zeigten, dass diese Genome in die Chromosomen der Wirtszellen integrieren
(Stubenrauch et al., 2000; Lace et al., 2008).

Um zu analysieren wie sich die Phosphorylierung von HPV31 E8”E2 auf das vollstdndige virale Genom
auswirkt wurden als nachster Schritt HPV31 Genome konstruiert, in denen die phosphorylierten
Serine an Position 78, 81 und 100 zu Alanin oder Glutaminsdure mutiert wurden. Diese Mutanten
wurden anschlieRend in einschichtigen Zellkulturen analysiert. Zusatzlich sollte auch untersucht
werden, wie sich die HPV31 E87AE2 Phosphorylierung auf den gesamten viralen Lebenszyklus
auswirkt. Daher wurden HPV31 positive Zelllinien zusatzlich als organotypische Zellkulturen kultiviert,

welche die Differenzierung von Keratinozyten ermoglichen.
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Southern Blot Analysen der unterschiedlichen HPV31 positiven Zelllinien zeigten, dass die
Phosphorylierung des E8"E2 Proteins keine Auswirkungen auf den episomalen Erhalt der viralen
Genome hat. Auch die Differenzierung der Wirtszellen wird durch die Phosphorylierung nicht
beeintrachtigt, was durch Immunfluoreszenz-Analysen der organotypischen Zellkulturen belegt
wurde.

Bei der Analyse der viralen Genomkopienzahl in undifferenzierten oder differenzierten Keratinozyten
zeigte sich Gberraschenderweise, dass die S78 A Mutante, welche in Reporteranalysen einen Verlust
der Repressionsaktivitidt aufweist, keine Uberreplikation der Genome zur Folge hatte, wie es die
Studien der HPV16 und HPV31 Genommutanten ohne E8"E2 Gen vermuten lassen. Auch die
Expression der frihen oder spaten viralen Transkripte unterschied sich in den mutierten HPV31
Genomen nicht wesentlich von der Expression in Wildtyp Genomen.

Zusammengefasst legen diese Ergebnisse nahe, dass die Phosphorylierung des HPV31 E8”E2 an der
Position S78 keinen Einfluss auf die Etablierung der viralen Genome als Episomen, den
extrachromosomalen Erhalt der Genome oder die produktive Amplifikation der HPV31 Genome in
Zellkultursystemen hat. Diese Befunde stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass der Verlust an
Repressionsaktivitat der ESAE2 S78A Mutante in Luziferase-Reporteranalysen in der Gegenwart von
E1 und E2 Proteinen deutlich schwacher ausgepragt ist (Abbildung 9).

Beim Vergleich der Aminosauresequenz der E8"E2 Proteine verschiedener Alpha-Papillomviren
zeigte sich, dass das Serin an Position 78 nur schwach konserviert und auch nicht spezifisch fir HR-
HPV ist. Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass die Phosphorylierung von E8"E2 zu

typspezifischen Unterschieden beitragt und nicht an der Karzinogenese beteiligt ist.

Um einen Einblick zu bekommen, ob die Phosphorylierung des Serins 78 an der Regulation zellularer
Gene beteiligt ist wurde das Transkriptom organotypischer Zellkulturen von HPV31 E8*E2 S78A oder
S78E positiven Zelllinien verglichen. Dabei zeigte sich, dass durch die E8*E2 Phosphorylierung nur
wenige zelluldre Gene in ihrer Expression beeinflusst werden. Die in Transkriptomanalysen
beobachtete unterschiedliche Expression von fiinf Genen wurde anschlieend in gRT-PCR Analysen
weiter untersucht. Dabei zeigte sich, dass von diesen finf Genen nur die Expression von LYPD2
(Ly6/PLAUR domain-containing protein 2) in S78A positiven Zellen signifikante Unterschiede zur
Expression in S78E positiven Zelllinien aufwies, wobei die Expression des Gens in S78A positiven
Zelllinien schwacher als in S78E positiven Zelllinien war. Zusatzlich zeigte sich, dass die Expression in
Wildtyp Zelllinien vergleichbar mit der Expression der S78E Zelllinien war. Zusammengenommen
deuten diese Daten darauf hin, dass die LYPD2 Regulierung durch HPV31 E87AE2 von der
Phosphorylierung des viralen Proteins abhangig ist. Die Abnahme der LYPD2 Expression in S78A
positiven Zelllinien deutet allerdings auch darauf hin, dass diese Regulation nicht direkt vermittelt

wird, z.B. indem E8"E2 direkt an das LYPD2 Gen bindet und somit seine Transkription verhindert.
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Die Funktion von LYPD?2 ist derzeit nicht bekannt, allerdings deuten Sequenzanalysen des Proteins
darauf hin, dass es sich um ein Glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) verankertes Membranprotein
handelt und als solches an zelluldren Signaltransduktionen beteiligt ist. Da die S78 Phosphorylierung
nicht zu Veranderungen der HPV31 Genomreplikation fiihrt ist nicht anzunehmen, dass durch LYPD2
die virale Replikation moduliert wird. Weitere Untersuchungen werden notig sein, um abschlieBend

zu klaren, welche Rolle das zelluldre LYPD2 bei der Papillomvirusreplikation in vitro und in vivo spielt.

Zusammenfassend deuten die durchgefiihrten Analysen darauf hin, dass die Hauptfunktion der
HPV31 E8”E2 S78 Phosphorylierung darin besteht, die Expression einiger weniger zellularer Gene zu

modulieren.

5.3 Die virale Replikation in 31E6/E7-NHK

Die Funktion der viralen Replikationsproteine E1 und E2 kann in einem Luziferase-Reporteranalyse
basiertem Testsystem untersucht werden, bei dem die E1 und E2 Proteine die Replikation eines
Reporterplasmids vermitteln, welches die regulatorische Region (URR) mit dem viralen
Replikationsursprung und dem friithen viralen Promotor enthdlt. Der frihe virale Promotor
kontrolliert dabei die Expression eines Luziferase-Reportergens. Durch die Vermehrung des
Reporterplasmids und der damit verbundenen Zunahme der Luziferase-Aktivitat kann somit indirekt
die Replikation bestimmt werden. In permanenten Zelllinien, wie z.B. HelLa Zellen kann auf diese
Weise eine deutliche Zunahme der Luziferase-Aktivitat beobachtet werden (mindestens 10-fach).
Uberraschenderweise fiihrt diese Kotransfektion in primdren Keratinozyten oder in davon
abgeleiteten Zelllinien, welche mit viralen E6 und E7 Proteinen immortalisiert wurden zu keiner
Zunahme der Luziferase-Aktivitait obwohl die Replikation des gesamten viralen Genoms in diese
Zellen moglich ist. Tatsachlich ist in diesen Zelllinien sogar eine Abnahme der Luziferase-Aktivitat zu
beobachten. Der Grund hierfiir kdnnte in der Repression des frilhen viralen Promotors liegen.
Uberraschenderweise schien diese Repression dabei nicht durch das virale E2 Protein vermittelt zu
werden, da auch durch eine 300-fache Reduktion der transfizierten E2 Menge keine Aufhebung
dieser Reduktion zu beobachten war (Abbildung 23). Weitere Experimente werden daher nétig sein,

um abschlieBend zu kldren, wodurch die beobachtete Repression in 31E6/E7-NHK vermittelt wird.

Immunfluoreszenz-Analysen, Luziferase-Reporteranalysen mit dem Reporterplasmids pC18-SP1-Luc
und Titrationsexperimente mit den viralen E1 und E2 Proteinen lassen vermuten, dass eine
ineffiziente Expression des E1 Replikationsproteins in 31E6/E7-NHK ursachlich dafir ist, dass keine
Replikation des Reporterplasmids stattfinden kann. Um diese Annahme genauer zu untersuchen,

wurden daher unterschiedliche E1 Konstrukte generiert, welche zu einer besseren E1 Expression
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fliihren sollten. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Codon-optimierung von E1, als auch das Einfligen
von DNA-Sequenz, welche oberhalb des E1 Leserahmen auf dem E1 Expressionsplasmid liegen in
einer Zunahme der Luziferase-Aktivitat resultierten, was am ehesten auf eine verstarke E1 Expression
zurlick zu fiihren ist. Dieses Ergebnis stimmt dabei mit dem Befund lberein, dass das virale E1
Protein von einer polycistronischen mRNA exprimiert wird. Die flankierenden Sequenzen des E1
Leserahmen sind dabei fir eine effiziente Expression des E1 Proteins essentiell und ohne diese
flankierenden Sequenzen werden E1 Proteine nur gering exprimiert (Remm et al., 1999). In Hela
Zellen war die Zunahme der Luziferase-Aktivitdt, bedingt durch eine verbesserte E1 Expression,
deutlich ausgepragt, wohingegen in 31E6/E7-NHK trotz der verbesserten Luziferase-Aktivitat keine
tatsachliche Replikation des Reporterplasmids zu erkennen war, sondern lediglich eine Abnahme der
Repression. Zusammengenommen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die E1 Expression in
31E6/E7-NHK nicht so stark ausgepragt ist wie in Hela Zellen, dass das Ausbleiben der Replikation
des HPV-Reporterplasmids allerdings nicht ausschlieRlich auf eine insuffiziente E1 Expression in

diesen Zellen zurlickzufihren ist.

In undifferenzierten Keratinozyten werden nach der Primarinfektion mit Papillomviren auller den
Replikationsproteinen E1 und E2 weitere frilhe Genprodukte exprimiert. Da primare, in vitro
kultivierte Keratinozyten die Replikation der gesamten viralen Genome ermoéglichen, legt dies die
Vermutung nahe, dass auch fiir die Replikation des HPV-Reporterplasmids in den, von priméaren
Keratinozyten abgeleiteten 31E6/E7-NHK Zelllinien weitere friihe Genprodukte benétigt werden.
Wadhrend die beiden Onkoproteine E6 und E7 fir die Aufrechterhaltung des Zellzyklus von
essentieller Bedeutung sind, ist fiir die E4 und E5 Proteine der Beitrag zur viralen Replikation noch
nicht vollstandig geklart (DiMaio & Petti, 2013; Doorbar, 2013).

Tatsdchlich konnte bei der Kotransfektion des HPV-Reporterplasmids mit E1 und E2 sowie der frithen
viralen Proteine E4, E6 und E7 eine Zunahme der Luziferase-Aktivitdt beobachtet werden. Dazu
passend deuten neuere Studien darauf hin, dass die viralen E4 Proteine der HR-HPV Typen 16 und 18
an der Replikation von viralen Genome beteiligt sind (Egawa et al., 2017). So kann durch E4 die
Aktivitat von zelluldren Kinasen moduliert werden, welche unter anderem fiir die Phosphorylierung
und somit die nukledre Lokalisation von viralen E1 Proteinen verantwortlich sind (Deng et al., 2004;
Fradet-Turcotte et al., 2010; Egawa et al., 2017). Dariber hinaus konnte in Gegenwart von E4 eine
verstirkte E1/E2-vermittelte Replikation bei der Durchfiihrung von in vitro Analysen beobachtet
werden (Egawa et al., 2017). Fir die viralen E6 und E7 Proteine konnte eine funktionelle Beteiligung
an der viralen Replikation ebenfalls nachgewiesen werden (Howie et al., 2009; Roman & Munger,
2013).

Die Kotransfektion eines einzelnen friihen viralen Genproduktes bewirkte erneut keine tatsachliche

Replikation des Reporterplasmids sondern lediglich eine Zunahme der Luziferase-Aktivitat. Allerdings

105



DISKUSSION

kann auf Grund der vorliegenden Daten vermutet werden, dass fiir die erfolgreiche E1/E2-vermittelte
Replikation eine bestimmt Kombination der friihen viralen Proteinen E1, E2, E4, E6 und E7 bendtigt

wird.

Bei der Untersuchung der 31E6/E7-NHK auf die Anwesenheit einer DNA-Schadensantwort zeigte sich,
dass die Transfektion der Zellen mit Expressionsplasmiden fir HPV31 E1 und E2 in einem deutlichen
yH2AX Signal, ein Marker fiir die Aktivitdt der ATM Kinase (ataxia telangiectasia mutated kinase)
resultiert.

Die DNA-Schadensantwort (DNA-Damage Response, DDR) wird in Zellen als Reaktion auf
Einzelstrangbriiche oder Doppelstrangbriiche der DNA initiiert, welche durch UV-Strahlen, reaktive
Sauerstoffspezies oder dhnlichem hervorgerufen wurden. Die DDR ist ein komplexes Signalnetzwerk,
welches abhdngig von der Art des Schadens Uber drei unterschiedliche Kinasen initiiert werden kann:
Die ATM Kinase, die ATR (ATM and Rad3-related) Kinase oder die DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) (Alberts et al., 2014). Diese Kinasen aktivieren weitere Effektorkinasen (Chk1l oder Chk2)
wodurch letztendlich Zellzyklus Kontrollpunkte aktiviert werden und so die Zelle die Moglichkeit
erhadlt vorhandene DNA-Schaden zu reparieren.

Die Infektion von zahlreichen DNA-Viren ist mit dem Ausldsen einer DNA-Schadensantwort assoziiert.
So kann z.B. das Simian-Virus 40 (SV40) die ATM-abhingige DNA-Schadensantwort auslosen, was
vermutlich wichtig ist um eine optimale Virusreplikation zu gewahrleisten (Shi et al., 2005). Die
lytische Replikation von latenten EBV infizierten Zellen hdngt ebenfalls vom ATM-Signalweg ab
(Wang'ondu et al., 2015) und auch die Replikation des Parvovirus B19 ist abhangig von ATR-Chk1-
Signalwegen (Luo et al., 2011).

Fir Papillomviren konnte gezeigt werden, dass der ATM-Signalweg kritisch fiir die produktive virale
Replikation in differenzierten Keratinozyten ist. Er wird von HPV sowohl in undifferenzierten als auch
in differenzierten Keratinozyten, vor allem durch die E1 Helikase aktiviert (Spriggs & Laimins, 2017).
In undifferenzierten Zellen wird das virale Genom allerdings synchron zur chromosomalen
Replikation der Wirtszelle in der S-Phase repliziert und ist somit unabhangig von der DNA-
Schadensantwort. Dariber hinaus muss in diesen Zellen einer DNA-Schadensantwort und dem
daraus resultierenden Zellzyklusarrest entgegen gewirkt werden, um sicher zu stellen, dass sich die
infizierten Zellen weiterhin teilen und somit der langfristigen Erhalt der Viren gewaéhrleisten ist
(Spriggs & Laimins, 2017). Fur die produktive Replikation hingegen ist die DNA-Schadensantwort
essentiell, da auf diese Weise DNA-Reparaturproteine fiir die virale Replikation zur Verfligung stehen

(Hong & Laimins, 2013).

HPV Genome werden in definierten zellularen Regionen repliziert, welche auch als Replikationsfokus

bezeichnet werden. Fiir gewohnlich sind auch die yH2AX Signale in diesen Replikationsfokussen
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lokalisiert. Auf diese Weise werden die zellularen Reparaturfaktoren an den Ort der viralen
Replikation rekrutiert und fur diese zuganglich gemacht (Hong & Laimins, 2013). In 31E6/E7-NHK war
nach der Transfektion mit E1 und E2 Expressionsplasmiden hingegen ein diffuses yH2AX Signal im
gesamten Zellkern zu beobachten, was zu der Vermutung flihrte, dass eine zu starke DNA-
Schadensantwort die Replikation des Reporterplasmids in 31E6/E7-NHK beeintrachtigt. Um diese
Vermutung zu untersuchen wurden daher die transfizierten 31E6/E7-NHK mit dem ATM Kinase
Inhibitor Ku-55933 behandelt bevor die Luziferase-Aktivitit gemessen wurde. Uberraschenderweise
konnte in diesen Zellen jedoch auch durch die Inhibition der ATM-abhangigen DNA-Schadensantwort

keine Replikation des HPV-Reporterplasmids ermdglicht werden.

Der ATM-Signalweg besteht aus mehreren Armen, die zu einem Zellzyklusarrest an verschiedenen
Kontrollpunkten fihren kénnen. So wird durch die ATM Kinase die Effektorkinase Chk2 aktiviert,
welche wiederum direkt p53 phosphorylieren und dadurch dessen Stabilitdt regulieren kann. In
letzter Konsequenz fuhrt dies Uber die Transkription des CKI (Cip/Kip family of cyclin- dependent
kinase inhibitors) Proteins p21 zu einem G1/S-Phasen-Arrest. Nach der Reparatur der DNA-Schaden,
bzw. im Falle eines ungestorten Zellzyklus wird p21 im Verlauf der S-Phase degradiert um eine
korrekte Fortsetzung des Zellzyklus zu gewahrleisten (Abbas et al., 2008). Die ATM Kinase kann des
Weiteren die Cdc25 Phosphatase inhibieren, was zu einem G2/M-Phasen Arrest der Zellen fiihrt
(Hong & Laimins, 2013). Far HPV31 E1 konnte gezeigt werden, dass die ausgel6ste DNA-
Schadensantwort zu einer Verzogerung der frihen S-Phase fihrt, wobei der genaue Mechanismus
noch unbekannt ist (Fradet-Turcotte et al., 2011). Durch den Block der Zellen in der S-Phase stehen

den Viren zelluldre Replikationsproteine fir die virale Replikation zur Verfigung.

Um einen genaueren Einblick zu bekommen, wie sich die DNA-Schadensantwort in 31E6/E7-NHK auf
die virale Replikation auswirkt, wurde zunachst die Expression des Effektor Proteins p21 in diesen
Zellen untersucht. Dabei zeigte sich liberraschenderweise, dass Zellen, welche das viralen E1 Protein
exprimierten keine p21 Expression aufwiesen, was darauf hin deutet, dass in diesen Zellen kein G1/S-
Phasen-Arrest induziert wurde. Dies kdonnte darauf hinweisen, dass sich die Zellen nicht in der
optimalen Zellzyklusphase (der frihen S-Phase) befinden, um die Replikation des Reporterplasmids
zu unterstitzen.

Um abschlieRend zu klaren, inwiefern durch die Transfektion der viralen E1 und E2 Proteine den
Zellzyklus der 31E6/E7-NHK beeinflusst wird und welche Bedeutung dies fiir die E1/E2-abhéangige
Replikation des HPV-Reporterplasmids hat miissen jedoch weitere Analysen durchgefiihrt werden. So
kénnten beispielsweise Zellzyklusanalysen in Form einer Bestimmung des zelluldren DNA-Gehalts

mittels Propidium lodid Farbung der Zellen und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse
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Aufschluss dariiber geben, wie sich die Transfektion der viralen Proteine auf die 31E6/E7-NHK

auswirkt.

Zusammenfassend lassen die durchgefiihrten Analysen vermuten, dass in 31E6/E7-NHK das virale E1
Protein nur in geringen Mengen exprimiert wird. Die insuffiziente E1 Expression scheint dabei zur
Limitierung der Replikation des HPV-Reporterplasmids beizutragen, jedoch nicht ausschlieflich dafur
verantwortlich zu sein. Darliber fiihrt die Expression von E1 zur Induktion einer DNA-
Schadensantwort in 31E6/E7-NHK. Allerdings kann auch nach Inhibition der DNA-Schadensantwort
keine Replikation des Reporters beobachtet werden. Vielmehr scheint eine E1/E2-vermittelte

Replikation in 31E6/E7-NHK von weiteren frihen viralen Proteinen abhangig zu sein.
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6 ANHANG

6.1 Nano LC-MS/MS Spektrum des S78 enthaltenden Phosphopeptids

Peptide Score: 126.02
Method: ITMS; CID; 1
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6.2 Liste der durch Phosphorylierung des S78 regulierten Gene

Die differenziell exprimierten Gene in differenzierten HPV31 E8AE2 S78E Zelllinien verglichen mit
S78A Zelllinien, welche mittels RNA-Sequenzierung identifiziert wurden, sind in Tabelle 11 im

Einzelnen aufgelistet.

Gen-ID: Identifikationsnummer der Ensembl-Datenbank

Base Mean: Mittelwert der normalisierten Reads

Log2Fold Change: Log2-fache Anderung der Expression zwischen den getesteten Bedingungen

IfcSE: Standardfehler des Log2Fold Change

stat: Wald Statistik

p-Wert: p-Wert des Wald Tests

Tabelle 11: Liste der differenziell exprimierten Gene (S78E vs. S78A)

GEN-ID GEN SymBOL BASE MEAN LOG2FoLD CHANGE LFCSE STAT P-WERT
ENSG00000093072 ADA2 72,73 1,45 0,71 2,05 4,08E-02
ENSG00000042980 ADAM?28 85,1 -1,73 0,87 -1,98 4,72E-02
ENSG00000154736 ADAMTS5 46,52 2,89 1,32 2,2 2,81E-02
ENSG00000173175 ADCY5 4,11 -5,48 2,54  -2,16 3,07E-02
ENSG00000106624 AEBP1 66,96 1,95 094 2,07 3,82E-02
ENSG00000126016 AMOT 190,45 -2,07 0,98  -2,11 3,49E-02
ENSG00000153930 ANKFN1 13,65 3,93 1,73 2,28  2,29E-02
ENSG00000074370 ATP2A3 65,24 2,7 1,21  -2,24 2,52E-02
ENSG00000183778 B3GALTS 645,2 -1,31 0,66 -1,99 4,65E-02
ENSG00000231120 BTF3P10 6,15 2,39 1,01 2,37 1,76E-02
ENSG00000159403 C1R 334,97 1,53 0,68 2,26 2,37E-02
ENSG00000182326 C1S 242,27 1,48 071 2,1  3,57E-02
ENSG00000104327 CALB1 1165,62 1,77 0,53 3,34 8,25E-04
ENSG00000162949 CAPN13 104,24 2,91 1,11  -2,62 8,81E-03
ENSG00000013297 CLDN11 15,77 2,76 1,13 2,45 1,42E-02
ENSG00000013297 CLDN11 15,77 2,76 1,13 2,45 1,42E-02
ENSG00000112782 CLIC5S 20,86 2,27 096  -2,36 1,83E-02
ENSG00000157613 CREB3L1 416,33 -1,57 0,7 2,24 2,52E-02
ENSG00000164932 CTHRC1 53 1,37 063 2,17 3,03E-02
ENSG00000124875 CXCL6 485,67 -1,48 0,73  -2,02 4,29E-02
ENSG00000187908 DMBT1 233,11 -3,06 097 -3,14 1,67E-03
ENSG00000134769 DTNA 24,07 3,27 1,16 2,82  4,80E-03
ENSG00000214199 EEF1A1P12 34,73 1 043 2,31 2,08E-02
ENSG00000213704 EEF1A1P15 10,26 1,51 0,77 1,97 4,89E-02
ENSG00000213235 EEF1A1P16 181,81 1,04 0553 1,97 4,88E-02
ENSG00000233476 EEF1A1P6 349,13 -1,6 0,55 -2,9 3,73E-03
ENSG00000049540 ELN 33 2,63 093 2,83 4,61E-03
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ENSG00000138792
ENSG00000196482
ENSG00000214814
ENSG00000227376
ENSG00000167588
ENSG00000170961
ENSG00000165949
ENSG00000137959
ENSG00000126709
ENSG00000185745
ENSG00000115461
ENSG00000171105
ENSG00000160255
ENSG00000117009
ENSG00000170454
ENSG00000214145
ENSG00000227676
ENSG00000228918
ENSG00000185847
ENSG00000180712
ENSG00000172901
ENSG00000197353
ENSG00000090382
ENSG00000166391
ENSG00000178860
ENSG00000181143
ENSG00000145113
ENSG00000183486
ENSG00000007952
ENSG00000104044
ENSG00000162745
ENSG00000117115
ENSG00000120327
ENSG00000175426
ENSG00000154864
ENSG00000148735
ENSG00000185664
ENSG00000005249
ENSG00000139304
ENSG00000172794
ENSG00000142552
ENSG00000216412
ENSG00000134339
ENSG00000143416
ENSG00000132386
ENSG00000122852
ENSG00000233705

ENPEP
ESRRG
FER1L6
FTH1P16
GPD1
HAS2
IFI27
IFl44L

IFI6

IFIT1
IGFBP5
INSR
ITGB2
KMO
KRT75
LINCO0887
LINCO1068
LINCO1344
LINCO1405
LINCO2363
LVRN
LYPD2

LYz
MOGAT2
MSC
MUC16
MUC4
MX2
NOX1
OCA2
OLFML2B
PADI2
PCDHB14
PCSK1
PIEZO2
PLEKHS1
PMEL
PRKAR2B
PTPRQ
RAB37
RCN3
RPL12P2
SAA2
SELENBP1
SERPINF1
SFTPA1
SLC26A4-AS1

9,44
25,97
185,24
86,79
14,02
35,74
10947,7
1546,26
5813,92
1061,04
48,49
1471,16
96,09
28,33
166,44
34,84
12,07
11,99
50,37
3,88
4,54
1094,31
21,95
2,26
14,6
1042,88
82,55
696,62
4,8
30,79
10,32
119,15
40,46
20,67
10,14
24,84
576,27
45,79
6,77
55,59
10,23
15,14
418,61
283,87
95,16
4,86
16,02

4,78
-2,08
-2,29
1,27
2,3
2,11
1,43
1,36
1,4
1,29
2,14
-1,04
-1,95
-2,42
1,9
1,37
-4,61
2,34
2,36
-3,38
3,04
-1,08
2,41
-4,62
2,1
-1,45
-1,92
1,56
-3,8
1,77
2,61
2,13
-1,75
2,72
2,73
-4,19
1,88
2,23
3,63
2,81
2,98
1,55
2,01
-1,52
1,85
-3,82
-4,6
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1,79
0,82
0,87
0,56
0,88
1,04
0,66
0,62
0,68
0,58
0,75
0,44
0,98
1,05
0,75
0,63
2,13

0,94
1,62
1,31
0,24
0,81
2,16
1,06
0,59
0,84
0,71
1,68
0,69
1,32
0,79
0,73
1,32
1,3

1,66
0,89
0,86
1,55
1,15
1,41
0,78
0,88
0,76
0,62
1,79
1,79

2,67
-2,52
-2,62
2,27
-2,61
2,03
2,16
2,2
2,05
2,22
2,84
-2,36
-1,99
2,3
2,55
2,16
2,17
-2,33
2,5
-2,09
2,32
4,6
2,97
2,14
1,98
-2,43
2,3
2,2
2,26
2,58
1,98
2,7
-2,38
2,06
2,09
2,52
2,11
-2,59
2,34
2,43
2,11
1,97
-2,28
-2,02
2,99
2,14
-2,57

7,68E-03
1,17E-02
8,73E-03
2,31E-02
9,05E-03
4,20E-02
3,08E-02
2,81E-02
4,06E-02
2,63E-02
4,48E-03
1,82E-02
4,71E-02
2,17E-02
1,09E-02
3,09E-02
3,01E-02
1,99E-02
1,25E-02
3,69E-02
2,01E-02
4,30E-06
2,99E-03
3,26E-02
4,81E-02
1,49E-02
2,14E-02
2,77E-02
2,40E-02
1,00E-02
4,79E-02
6,97E-03
1,71E-02
3,92E-02
3,62E-02
1,17E-02
3,46E-02
9,54E-03
1,92E-02
1,49E-02
3,48E-02
4,85E-02
2,27E-02
4,39E-02
2,77E-03
3,22E-02
1,01E-02
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ENSG00000157765
ENSG00000172716
ENSG00000185518
ENSG00000184988
ENSG00000147003
ENSG00000117472
ENSG00000214049
ENSG00000184979
ENSG00000038427
ENSG00000169554
ENSG00000183199
ENSG00000231409
ENSG00000258789
ENSG00000232499
ENSG00000267756
ENSG00000224810
ENSG00000090920
ENSG00000232517

SLC34A2
SLFN11
Sv2B
TMEM106A
TMEM27
TSPAN1
UCAl
USP18
VCAN

ZEB2

276,56
42,04
23,63
42,47
62,65
2617,63
1388,16
148,48
50,58
62,12
26,73
14,49
8,31
8,83
4,76
7,55
150,48
3,49

-1,78
2,66
-1,88
-1,08
-1,74
-1,67
1,37
1,05
2,29
1,78
1,24
1,56
1,67
1,65
3,1
-4,48
-4,35
-5,25

0,73
1,22
0,87
0,53
0,82
0,77
0,5

0,44
1,14
0,68
0,55
0,73
0,78
0,8

1,32
1,63
1,83
2,32

2,44
2,19
-2,15
-2,05
2,11
-2,16
2,76
2,38

2,62
2,27
2,13
2,14
2,05
2,35
-2,75
-2,38
2,27

1,46E-02
2,86E-02
3,18E-02
4,04E-02
3,48E-02
3,09E-02
5,82E-03
1,71E-02
4,51E-02
8,73E-03
2,30E-02
3,29E-02
3,22E-02
4,04E-02
1,88E-02
6,05E-03
1,75E-02
2,35E-02
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