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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1  Biologie der Papillomviren

Die Familien der Papillomavirinae und der Polyomavirinae waaefgrund struktureller
Verwandtschaft friher in der Virusfamilie der Papovaviridae masangefasst. Das Genom
der Papovaviridae besteht aus einem einzelnen Molekul kovalesthlgssener,
doppelstrangiger DNA, welches von einem ikosaedrischen Kapsid umgeshe Die
Polyomaviren unterscheiden sich von den Papillomviren durch ein kleikengsid mit
einem Durchmesser von ca. 45 nm im Gegensatz zu 55 nm bei ddonRagEn. AulRerdem
besitzen sie mit ca. 5 kb ein kleineres Genom gegeniber délorRgipen mit ca. 8 kb und
unterscheiden sich in ihrer genomischen Organisation (Cole, 1998).FZmilie der
Polyomaviren gehéren das humane JC Virus (JCV), das humanerB&K (BKV) sowie das
SV40, das murine Polyomavirus und weitere kirzlich identifiziedreter bei Sdugern und
Vogeln. Die Polyomaviren koénnen multifokale Tumore hervorrufen. Bapiiren
induzieren die Bildung von Warzen der Haut und Schleimhaut (Papillom®epschen und
weiteren hoheren Wirbeltieren. Sie weisen eine ausgepragte- \Whd Gewebespezifitat auf
und gelten als strikt epitheliotrop. Sie infizieren ausschtbf3basale Epithelzellen und
kdnnen sich nur in enddifferenzierten Keratinocyten replizieren.dfesem Grunde ist eine
Zuchtungin vitro bislang unmaoglich.

Es konnten allein Uber 100 humane Papillomvirustypen (HPV-Typen) identifizerden (de
Villiers, 1997). Die Virustypen unterscheiden sich in mindestens défBasensequenz in
den offenen Leserahmen der Virusproteine E6, E7 und L1 (Delius undaHofrhi994; Chan
et al.,, 1995). Weiter kann man die HPV-Typen anhand der verursachten Kitankhe
differenzieren. Sie infizieren Zellen der aul3eren Haut- wideBnhautschichten (kutane und
mukosale Typen) und rufen zumeist lokale Zellproliferationen in deimidrten Bereich
hervor. Im Gegensatz dazu kann es aber auch zu einer HPV-assoZielltransformation
und bdsartigen Tumorerkrankungen kommen, wie z. B. dem Cervixkarzinowil@4Rnd -
18, aber auch, -33, und -35) (Streeck, 2002).

1.1.1 Die genetische Organisation der Virusproteine

Die DNA liegt- mit zellularen Histonproteinen assoziiers &uperhelix vor (Howley und

Lowy, 2001). Der Genomaufbau ist bei allen Papillomviren glddas zirkulare Genom wird

in zwei Bereiche unterteilt (Abb. 1.1): eine Region, diedi@ frih im Vermehrungszyklus
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gebildeten Proteine codiert, und eine zweite, die die Gendlifiirspat synthetisierten
Strukturproteine umfasst. Die Transkription dieser beiden Regionemauft unter
Verwendung der verschiedenen offenen Leserahmen nur eines Dal#g&ir Alle frihen
und spaten Funktionen werden im Gegensatz zu den Polyomaviren aufStraewy codiert.
SpleiRdonor-und akzeptorstellen sind an vielen Orten im Genom zu findeveuteh fir die
Synthese der verschiedenen Produkte verwendet. Ein Bereich vanl@6@ Basenpaaren
liegt zwischen dem Ende der spaten Region und dem Beginn tdemfiRegion. Dieser
codiert nicht fur virale Proteine und wird als NCR (nicht-casliele Region) oder LCR
(,long control region“) bezeichnet, da er die meisten viraleiwirksamen Kontrollelemente
wie Promotoren, Enhancer und den Replikationsursprung enthalt (Chow und, Bro84é;
Fuchs und Pfister, 1994).

HPV-16

> 7905/1
Poly (A) (spat)

L7
[E!

2000

;—’oly (A) (friih) #

Bereich der bevorzugten
Integration in Zell-DNA

e Bindungsstelle fir E2 beim Cervixkarzinom

Abb. 1.1: Genomaufbau der Papillomviren

Es ist der genomische Aufbau des humanpathogengiloRevirus Typ 16 dargestellt. Die zirkulére,
doppelstrangige DNA wird schematisch als innerteis gezeigt. Polyadenylierungssignale fur frihe apate
Transkripte sind mit Pfeilen markiert. Im Replilatsverlauf gebildete mRNAs, ihre Lage auf dem Genooh
ihre Translationsprodukte sind in den auRReren Kreidargestellt. Ein Bereich von etwa 1000 Basempaar
(LCR, ,long control region®) codiert nicht fur Peite. Weiter ist der Bereich rot gekennzeichnetjem sich
das Virusgenom der malignen Papillomvirustypendssi Integration in das Zellgenom bevorzugt 6ffrretch
Modrow und Falke, 1998).
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Das virale Genom von HPV enthalt sechs offene Leserahmdarifrihen Region fur die
Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 (E-Proteine, E fur ,earlyl)und E2 werden fir die
Initiation und Elongation der viralen Replikation benétigt (8eal., 1993; Parlet al., 1994;
Streeck, 2002). Verschiedene Formen des E2-Proteins fungiererh als
Transkriptionsaktivator/-Repressor und regulieren die E5-, E6- undxpié€sion (zur
Hausen, 1999). Es ist kein E3-Protein bekannt. E4 ist in der figégion codiert, wird aber
erst spat im Infektionszyklus exprimiert. Seine Funktion ist neelitgehend unklar. Es
wurde beobachtet, dass es den Abbau des zellularen Keratingedigtieiit, was den Viren
den Austritt aus infizierten Zellen ermoglichen kénnte (Doodbat., 1991; Robert®t al.,
1993). E5 ist ein kleines, hydrophobes Protein mit onkogenem Potentialtegsert in
Membranen und interagiert mit Rezeptoren verschiedener Watdfaktoren (Conraet al.,
1993). E6 und E7 sind die Hauptonkoproteine von HPV, sie immortafisiprienare
Fibroblasten und Keratinocyten (Chow und Broker, 1997; Mantovani und Banks, D&99).
geschieht u. a. durch den proteolytischen Abbau von p53, welclegielssir die Kontrolle
des Zellzyklus ist, und durch Interaktion mit TumorsuppressorepRie

In der spaten Region sind die beiden Strukturproteine L1 und L2 codiPrbteine, L fur
Jlate*). Sie werden ausschlie3lich in ausdifferenzierteraieocyten synthetisiert (Stolet
al., 1990). L1 ist mit 500 bei allen HPV-Typen hochkonservierten Aminoséadie
Hauptkapsidkomponente (Gissmaenal., 1977). Es hat ein Molekulargewicht von 57 kD.
Das L2-Protein hat ein ahnliches Molekulargewicht wie L1, Zeigbch ein abweichendes
elektrophoretisches Laufverhalten von ca. 75 kD (Koetlgl., 1986; Volperset al., 1994).
Neben strukturellen Aufgaben im Kapsid hat es mehrere Funktionemndiber Infektion
und der DNA-Verpackung (Rodeal., 1996; Unckelkt al., 1997; Stauffeet al., 1998). L2
lokalisiert in den sogenannten ND10 (,nhuclear domain 10“), speamiédlerndomanen, in
denen auch E1 und E2 zu finden sind (Swirtllg., 1999). Es ist in der Lage, das L1-Protein
dorthin zu rekrutieren (Dast al., 1998; Florinet al., 2002).

1.1.2 Die Kapsidstruktur

Die Partikel der Papillomviren sind &hnlich wie bei den Polyoreavkleine Kapside ohne
eine umgebende Membran. Sie haben, wie bereits erwahnt,ingmmesser von ca. 55 nm
und weisen eine ikosaedrische Symmetrie auf (Abb. 1.2). DerdBaustein des Kapsids ist
das Kapsomer, ein sternenférmiges Pentamer des L1-Proteins. 3@0l&Kiile bilden 72
Uber Disulfidbriicken miteinander verbundene Pentamere (&agp 1995; Liet al., 1998;
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Sappet al., 1998). Es finden sich zwoélf pentavalente Kapsomere, die vonwéitéren
Kapsomeren umgeben sind. Die Ubrigen 60 Kapsomere sind hexavalerKapsd wird
zusatzlich aufgrund von nicht-kovalenten Wechselwirkungen durch den DNA-2i&thbau
stabilisiert (Doorbar und Gallimore, 1987; Fliggeal., 2001). Das L2-Protein ist dagegen nur
mit zwolf Kopien im Viruskapsid enthalten. Man nimmt an, dassealizwolf L2-Molekdle

zentral in den pentavalenten Kapsomeren lokalisiert singsét al., 1997).

Abb. 1.2: Struktur der Papillomviren
Es ist die dreidimensionale Bildrekonstruktion @gktronenmikroskopischer Aufnahmen von HPV1-Vigon
dargestellt. Links erkennt man die Kapsomere aisiehformige Strukturen und rechts einen Quersictimith

das Kapsid.

Da Virionen nicht ausreichend verfugbar sind, werden Untersuchungdfadside oft mit
Hilfe von artifiziellen Systemen durchgefiihrt. Cryoelektronenmitmpsche Aufnahmen
erhalt man vor allem durch den Einsatz leerer virus-ahnlieaetikel (VLP), die entweder
aus L1 allein, oder aus beiden Kapsidproteinen bestehen (Kirndiaalerl992; Hagensest
al., 1994; Hofmanret al., 1995; Liet al., 1997). Um den Infektionsweg von HPV innerhalb
der Zelle zu untersuchen, werden sowohl VLP, als auch Pseudovirieneendet. Letztere

enthalten ein Marker-Plasmid. VLP bilden sich spontan, wenn dpsi#protein L1 heterolog
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in eukaryotischen Zellen exprimiert wird (Hagenseal., 1993; Volperst al., 1994). Das
L2-Protein wird fiir diesen Zusammenbau nicht benétigt, wird aberibhei Eoexpression

mit L1 in die VLP eingebaut. VLP &hneln den Virionen sehr, weisdogh beziglich des L1-
Proteins weniger Disulfidbriicken auf. Oievivo Verpackung heterologer DNA, z. B. eines
Marker-Plasmids, fihrt zu Konformationsdnderungen von L1 und zur Bildung von
Pseudovirionen. Die Organisation des L1-Proteins kommt hier den Virioitesr (Fliggest

al., 2001).

1.1.3 Der Infektionszyklus

Die Replikation der Papillomviren ist stark abhéangig vom Déffeierungsgrad der
Epithelzellen von Haut und Schleimhaut (Abb. 1.3). Die Viren drindarch Kleinste
Verletzungen der auf3eren Hornschicht ein und infizieren undifferazpithelzellen in den
basalen Hautschichten (Chow und Broker, 1997).

Papillomvirus- Lebenszyklus der Differenzierung der
Reproduktion Papillomviren Keratinocyten

Freisetzung der Viren
Stratum corneum

. (Hornzellen)
Zusammenbau der Virionen

Stratum granulosum

Expression von E4,.L1undL2 (Kornerzellen)

vegetative DNA-Replikation

Expression der frilhen Gene

Stratum spinosum
(Stachelzellen)

Stratum germinativum

primére Infektion (Basalzellen)
Etablierung der Replikation

frithe virale Genexpression

Basallamina

Abb. 1.3: Infektionszyklus von Papillomviren
Schematisch dargestellt ist die Epidermisschiclot die davon abhéngige Genexpression flr den reftiodn

Infektionszyklus der Papillomviren.
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Da Papillomviren in der Lage sind, an verschiedene eukaryo@@&dtes zu binden (Mulleet

al., 1995; Unckell et al., 1997), ist als Rezeptor ein haufiges und konserviertes
Oberflachenmolekil anzunehmen. Als ein zellularer Rezeptor &irBiidung und den
Eintritt der Viren war lange alpha-6-Integrin im Gesprachafieeret al., 1997; McMillanet

al., 1999). Dies wurde u. a. durch Bindungsstudien mit HPV11 und Untersuchuagen z
Pseudoinfektion mit HPV16 und HPV33 widerlegt (Jogcal., 1999; Giroglowet al., 2001).
Stattdessen geht man nun von Heparansulfatproteoglykanen (HSPGs) al
Zelloberflachenrezeptor aus (Joyeteal., 1999; Giroglowet al., 2001; Selinkaet al., 2002).

Die Aufnahme der Partikel erfolgt durch Endocytose (Selatka., 2002; Dayet al., 2003).
Nachdem das virale Genom in den Zellkern gelangt ist, wirdueéchst unabhangig vom
Zellzyklus amplifiziert. Die DNA etabliert sich nach misather Teilung infizierter Zellen in
den Tochterzellen. Die infizierten Zellen zeigen eine verg@gDifferenzierung und eine
erhdhte Proliferation, was vermutlich auf die Wirkung der Virasgne E5, E6 und E7
zurickzufahren ist (Howley und Lowy, 2001). Die Folge ist eine V&utg der
Epithelschicht. Mit der Differenzierung der Epithelzellen komast dann in den oberen
Schichten zur Amplifikation viraler DNA und zur Expression der K@m®teine. Die
vollstandigen Virionen werden durch Abschuppung der Zellen in der oligpatermis

freigesetzt.

1.2  Wie gelangt das Virusgenom zum Zellkern?

Um eine produktive Infektion zu etablieren, missen die meisten DR+ nach Eintritt in
die Wirtszelle das Cytoplasma in Richtung Zellkern durchquddener Verwendung der
zellularen Kerntransportmaschinerie gelangt das virale Gerdsnn durch den
Kernporenkomplex in den Zellkern (Kasamatsu und Nakanishi, 1998). Erfelgtuinahme
der Viren durch Endocytose, missen sie Mechanismen zur Uberwindung der
Membranbarriere entwickelt haben. Bei umhdllten Viren konesitzu einer Fusion der
viralen Hillmembran mit der Zielzellmembran. Diese Memfusion kann sowohl an der
Zelloberflache, als auch nach Aufnahme der Viren intrazelkthttfinden.

Nicht-umhllte Viren muissen entweder die vesikulare Membragiergn, oder eine
Porenbildung induzieren, um das infektiose Genom in das Cytosol zasentldie Bildung
einer Membranpore wurde fur Polioviren und Reoviren beschrieben, ben dss sich um
RNA-Viren handelt (Belnapet al., 2000; Chandraret al., 2002; Tostesoret al., 1993;
Tosteson und Chow, 1997; Tostessaral., 2004). Adenoviren hingegen sind schon langer
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dafur bekannt, dass sie in der Zielzelle eine Endosomolyse inelniziérebert al., 1996;
Sethet al., 1984, Setlet al., 1985; Wanget al., 2000; Wickhamet al., 1994). Weitgehend

unklar sind jedoch die Mechanismen von Papillomviren und andesktaumhhullten Viren.

»~Clathrin-coate
pit“

IKrotupuli

Cytosol

Zellkern

Abb. 1.4: Der infektiose Aufnahmeweg von Papillomven
Es ist die zellulare Aufnahme von Papillomvirustikain Uber Rezeptor-vermittelte Endocytose und der

hypothetische Transport des viralen Genoms zunk&mildargestellt.

Papillomviren werden Uber Rezeptor-vermittelte Endocytose irzedieh aufgenommen
(Abb. 1.4). Nach Ansauerung der Endosomen gelangt infektibses Materi@ytosol und

wird vermutlich entlang der Mikrotubuli zum Zellkern transport{®ay et al., 2003; Selinka

et al., 2002; Selinkat al., 2003; Selinka und Sapp, 2003). Der Weg des viralen Genoms aus
dem Endosom heraus ins Cytosol ist jedoch bislang unklar. Nebekrigschung des
Luncoating“-Prozesses (Freisetzung der viralen DNA aus depsi&asteht dabei die Suche

nach membrandestabilisierenden Eigenschaften der VirusprotemMerdergrund.
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1.3  Das dhvar5-Peptid und die Rolle des L2-Proteins bei d&ndosomolyse

Im Zusammenhang mit membrandestabilisierenden Eigenschatiieie won Ruisseset al.
(2001) das dhvar5-Peptid beschrieben. Es handelt sich dabei unmthietisghes Derivat des
naturlich im menschlichen Speichel vorkommenden, fungiziden Hidgiaas dhvar5-Peptid
stellt eine Variante der aktiven Domé&ne von Histatin 5 darchee eine gesteigerte
mikrobizide und fungizide Aktivitat aufweist. Die Fahigkeit zur sbabilisierung von
Membranen konnte auch durch neuere Untersuchungen bestatigt werdeefmyet al.,
2004). Dhvar5 (LLLFLLKKRKKRKY) hat eine charakteristischerdtur. Ein Bereich
hydrophober Aminosauren schlief3t sich an einen Bereich basischierogfaren an. Das ist
ungewohnlich und unterscheidet sich von anderen membranaktiven Pelpdidéere sind oft
amphipathisch, mit basischen und hydrophoben Aminosauren im Wechse&{(@o}e2003;
Gibbset al., 2003; Henzler Wildmast al., 2003; Jinet al., 2003; Papo und Shai, 2003). In
der Arbeitsgruppe um Martin Sapp wurde im Vorfeld der vorliegendesseliation
beobachtet, dass eine carboxyterminale Sequenz des minoren Kapsidpidteivon
Papillomviren einen ahnlichen Aufbau wie das dhvar5-Peptid Da&t. Analogie der
charakteristischen Sequenz von dhvar5 zu dem carboxyterminalen li@-Bepm starksten
fir HPV39, 68 und 70, jedoch bei allen Papillomviren konserviert.

Untersuchungen mit Pseudovirionen haben ergeben, dass das L2-Proteiie fDNA-
Verpackung bei einigen HPV-Typen und fur die Prozesse der Intéenatig der Kapside in
die Zellen entbehrlich ist (Bucdt al., 2005; Selinkeet al., 2003; Unckellet al., 1997). Im
Gegensatz dazu zeigen Pseudovirionen, die nur aus dem majoren Ihkmesire deutlich
reduzierte Infektiositat (Buckt al., 2004; Kawanat al., 1998; Unckellet al., 1997). Aus
diesem Grund konnte das carboxyterminale L2-Peptid bei der fir dierdfilikation

unbedingt erforderlichen Endosomolyse eine wichtige Rolleespiel
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1.4  Intention der vorliegenden Arbeit

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Jan Bolscher in Adasie wurde
nachgewiesen, dass die zu dhvar5 analogen L2-Peptide von HPV16, 18 uhdng&ilse
mikrobizide und fungizide Eigenschaften aufweisen. Im Rahmen \eliegenden
Dissertation sollte nun die Rolle des carboxyterminalen L2-Pepfidslen Transport des
infektiosen Materials aus den Endosomen heraus zum Zellkern gemdaesucht werden.
Zunachst sollte mittels unterschiedlicher Methoden analysiertien, ob das L2-Peptid von
HPV33 nicht nur im Zusammenhang mit Mikroorganismen, sondern aucthdberen
eukaryotischen Zellen eine membrandestabilisierende Wirkung Beigach galt es mit Hilfe
von GFR-Peptid-Fusionen und verschiedenen L2-Mutanten zu prifen, ob sich u. a.
biochemisch eine Assoziation des L2-Peptids von HPV33 an zellulstembranen
nachweisen lasst. Zuletzt stellte sich die Frage, inwtewditationen innerhalb der
carboxyterminalen L2-Sequenz einen Effekt auf die Infektiosiét HPV16 und HPV33
Pseudovirionen ausiiben kdnnen. Dies sollte anhand des im Labor &alflseudovirus-

Infektionssystems untersucht werden.



2 Material und Methoden 10

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegetre den Firmen Sigma-

Aldrich (Steinheim) und Carl Roth (Karlsruhe) im jeweils hdehsReinheitsgrad bezogen.

2.1.2 Gerate und Gebrauchswaren

Die Herkunft der verwendeten Gerdate und spezieller Gebrausdswaird unter den
jeweiligen Methoden genannt. Plastik-Einwegartikel wurden von dameRi Falcon/ Becton
Dickinson (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen) oder Sarsthdimiprecht) bezogen.

Glaswaren stammten von der Firma Schott (Mainz).

2.1.3 Puffer und Losungen

Puffer und L6sungen wurden nach Sambreblal. (1989) hergestellt. Die Chemikalien
wurden den Erfordernissen entsprechend in bidestilliertem Wasg8sifHyeldst und nach
Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.

Puffer und Lésungen von gebrauchsfertigen ,Kits“ werden hier aigfgefihrt.

Acrylamid-Stammlésung Acrylamid/ N,N-Methylenbisacrylarnmd
flr Trenngele (pH 8,8) Verhéltnis 37,5:1 [w/w] 10%ig [w/v] i
375 mM Tris-HCI
1% [wiV] SDS

Acrylamid-Stammlésung 5% [wi/v] Acrylamid

fir Sammelgele (pH 6,8) 0,1% [w/v]  N,N-Methylenbisacryihm
375 mM Tris-HCI
0,1% [w/v] SDS
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6 x DNA-Probenpuffer

“Dounce”-Puffer (pH 7,6)

FACS-Puffer

HBS-Puffer (pH 7,05)

2 x HEBS-Puffer (pH 7,1)

5 x Laemmli-Probenpuffer (pH 6,8)

5 x Laemmli-Laufpuffer (pH 8,3)

0,25 % [w/v] Bromphenolblau
0,25 % [w/v] Xylene cyanol
15 % [w/v] Ficoll type 400

10 mM HEPES-KOH
10 mM KCI
1,5 mM Mgdi
1 x PBS/ FG&
2 mM HEPES
137 mM NaCl
5mM KCI
0,7 mM NaHPO,
6 mM Glucose

1,6 % [w/v] NacCl
1 % [wiv] HEPES
0,2 % [w/v] Glucose
0,025 % [w/v] NgHPOy x 2H,0
0,074 % [w/v] KCI

625 mM Tris-HCI
10 % [w/iv]  SDS
10 % [w/v]  Glycerin
5mM EDTA
10 % [viv] B- Mercaptoethanol

1,5 % [wiv] Tris-HCI
0,5 % [w/v] SDS
7,2 % [w/v] Glycin

11
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Lésung | (pH 8,0)

Losung I

LOsung I

Lysepuffer (pH 7,5)

P1-Puffer (pH 8,0)

P2-Puffer

P3-Puffer

10 x PBS (pH 7,4)

TAE-Puffer (pH 8,0)

25 mM
50 mM
10 mM

0,2M
1 % [wiv]

60 ml
11,5 ml
28,5 ml

10 mM
0,25 mM
1mM
5 pg/mi
5 pg/ml

50 mM
10 mM
100 pg/mi

1 % [wiV]
200 mM

75M

1,37 M
27 mM
11,5 mM
65 mM

40 mM
1mM

Tris-HCI
Glucose
EDTA

NaOH
SDS

5 M Kaliumacetat
Eisessig
HO

Tris-HCI
Saccharose
EDTA
Aprotinin

Leupeptin

Tris-HCI
EDTA
RNaseA

SDS
NaOH

Ammoniumacetat

NaCl
KCI
KHPO,
NaHPQO, x 2H,0

Tris-Acetat
EDTA

12
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“Western Blot”-Transferpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin
20 % [v/iv]  Methanol

2.1.4 Medien und Zuséatze

2.1.4.1 Medien fir Bakterien

LB (Luria Bertani)- Medium 1% [wiv] Pepton

1% [wiV] Hefeextrakt
0,5% [w/v] NaCl

Agarplatten enthielten 1,5% [w/v] Agar und zur Selektiondeudem Medium

0,1 mg/ml Ampicillin oder 0,05 mg/ml Kanamycin zugesetzt.

2.1.4.2 Medien fur eukaryotische Zellen

Die verwendeten Medien fur eukaryotische Zellen sind in TabelleaBfgefihrt Dem
DMEM-Medium wurde 10% [v/v] hitzeinaktiviertes FCS, 50 pg/mireftomycin und
50 U/ml Penicillin (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt. Fiur Kidtivierung der 293TT-Zellen

wurde zudem 1 % Glutamax und 1 % nicht-essentielle Aminoséurenetzig@avitrogen,

Karlsruhe).

Tab. 2.1 Medien fur eukaryotische Zellen

Medium Beschreibung/Herkunft

DMEM ,,Dulbecco’s modified Eagle’s medium”

Einfriermedium
OptiMem

(Invitrogen, Karlsruhe)
20% [v/v] DMSO, 80% [v/v] FCS
Medium fir eine Lipofektion

(Invitrogen, Karlsruhe)
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2.1.5 Bakterienstamm

Zur Klonierung und Anreicherung von Plasmid-DNA wurde #eagoli-Stamm DH® mit

folgenden genetischen Eigenschaften verwendet (Hanahan, 1983):

supE44,AlacU169, (B0lacZ M15), relAl, hsdR17,recAl, endAl, gyrA69, thi-1

2.1.6 Viren

Die transiente Genexpression der HPV-Kapsidproteine in Saugdiearavurde mit Hilfe

von rekombinanten Vacciniaviren durchgefihrt. Fir deren Herstellung urssthsivdlieRende
Proteinexpression wurden folgende Viren bendtigt (Mbss, 1990):

Tab. 2.2 Vacciniaviren

Virusstamm Beschreibung

wt-VV Wildtyp-Virus fur die Rekombination
ts7-VV temperatur-sensitiver Stamm
VTF7-3-VV codiert fur die T7-Polymerase

2.1.7 Zell-Linien

Die verwendeten Zell-Linien und ihre Eigenschaften sind ivella 2.3 angegeben.

Tab. 2.3 Zellinien

Zellinie Organismus Gewebe Medium Referenz
COSs-7 Affe Nieren DMEM Gluzman, 1981
Hela Mensch Gebarmutter DMEM Scheeesl., 1953
HUTK Mensch Knochen DMEM Bersam al., 1996

293TT Mensch Bindegewebe DMEM Buekal., 2004
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2.1.8 Vektoren

Alle in der Arbeit verwendeten Vektoren tragen eine Antikargsistenz, so dass sie in

E. coli selektiert werden konnten.

pCR°2.1-TOPGS Klonierungsvektor (Invitrogen, Karlsruhe)

pEGFP-C1 Expressionsvektor (CLONTECH Laboratories, Heidelberg)

PEGFR-NLS In den pEGFP-C1-Vektor wurde ein weiteres GFP-Gen und zakatz|

die Kernlokalisationssequenz von HPV33 L1 kloniert (Luise Florin).
pTM1 Vaccinia-Transfervektor (Mo al. 1990)
2.1.9 Enzyme
Die verwendeten Enzyme und zugehdrige Reaktionspuffer sind in Td&béllaufgefihrt.
Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England BioLabs (FtaakiM.)
bezogen und laut Hersteller in den mitgelieferten Puffern eitesEnzyme aus

gebrauchsfertigen ,Kits* werden hier ebenfalls nicht genannt.

Tab. 2.4 Enzyme

Enzym Reaktionspuffer Hersteller

Alkalische Phosphatase Restriktionspuffer NEB (Frankfurt a. M.)

Klenow-Polymerase Restriktionspuffer NEB (Frankfurt a. M.)

RNasel P1-Puffer Roche (Mannheim)

Tag-DNA-Polymerase 1 x Tag-DNA-Polymerasevitrogen (Karlsruhe)
puffer

Quick-DNA-Ligase 1 x Quick-DNA-Ligasepuffer Roche (Mannheim)
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2.1.10 Antiserum und Antikorper

Tab. 2.5 Antiserum und Antikérper

Antiserum/Antikérper Spezifitat Hersteller

anti-Calnexin monoklonal aus Maus gegen Dianova (Hamburg)
Calnexin

anti-CD138 monoklonal aus Maus gegen IQProducts (Groningen)
Syndecan CD138

anti-GFP monoklonal aus Maus gegen Dianova (Hamburg)
GFP

anti-Hsc70 monoklonal aus Ratte gegen Stressgen (Victoria)
Hsc70

anti-58K monoklonal aus Maus gegen Sigma-Aldrich (Steinheim)
Golgi-58K

33L2-aad445/467-Antiserum  polyklonal aus KaninchenBioScience (Gottingen)
gegen den C-Terminus von
HPV33 L2 (aa 445/467)

33L2-1 monoklonal aus Maus gegen Martin Sapp
HPV33 L2 (aal63/170)
33L1-7 monoklonal aus Maus gegen Martin Sapp

HPV33 L1 (aa303-313)

anti-Kaninchen-IlgG-C{"3  aus Ziege konjugiert mit Dianova (Hamburg)
rotfluoreszierendem
Carbocyanin 3

anti-Maus-1gG-Cy"2 aus Ziege konjugiert mit Dianova (Hamburg)
grunfluoreszierendem
Carbocyanin 2

anti-Maus-AlexaFludt594 aus Ziege konjugiert mit MoBiTec (Gottingen)

rotfluoreszierendem

AlexaFluof’594

anti-Maus-lgG-POX aus Ziege konjugiert mit Dianova (Hamburg)
Peroxidase

anti-Ratte-1IgG-POX aus Ziege konjugiert mit Dianova (Hamburg)

Peroxidase
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2.1.11 Oligonukleotide

Die unten aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogérisfuhe)

bezogen. Fir Klonierungen eingefihrte Restriktionsschnittstefidrfett gedruckt.

* Oligonukleotide zur Herstellung von GFP-33L2-1/14 in pEGFP

GFP-fw 5-ATTGAA TTC ATG GTG AGC AAG GGC GAG-3°

GFP-33L2-1/14-rv  5-TTTGGA TCC TCA TGC AGA TGC ACG CTT GCG CCT TGT
AGA TCG TTT GTG TCT CAT CTT GTA CAG CTC GTC CAT

GCC-3°

* Oligonukleotide zur Herstellung von verschiedenen 33L2*NLS-Konstrukten
(wt L2*NLS, L2-1/420*NLS, L2-12/420*NLS und L2-31/456*NLS) in pTM1

33L2-M240-fw 5-ACA GAATTC ATG CCT GCT TTT TTAACA TCG-3°

33L2-390-rv 5-TGC GGA TCC CTA GCT GGT ACG TGT TGT TGC-3"

33L2-*NLS-fw 5-CCT GCT ATT ACA TCT GCT GCA CAT ACT GTGCT TTT
AGT GCA GTA GGT CAA AAA GCC-3°

33L2-*NLS-rv 5-GGC TTT TTG ACC TAC TGC ACT AAA AGC CARAGT ATG
TGC AGC AGA TGT AAT AGC AGG-3°

* Oligonukleotide zur Herstellung von 33L2-DD452 in pTM1

33L2-M240-fw S.0.

pTM-rv 5-TGT TAG CAG CCG GAT CGT C-3°

33L2-DD452-fw 5-CCT AGT TAT TTT ATT TTA CGT CGC GAC GAT AA CGT
TTT CCA-3
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33L2-DD452-rv 5-TGG AAA ACG TTT ATC GTC GCG ACG TAA AAT AA ATA
ACT AGG-3

2.1.12 Molekulare Vergleichstandards

Bei der Trennung von Nukleinsduregemischen wurde zur Identifiziedengnolekularen
GrolRe als Standard die ,100 bp DNA ladder oder die JMassRUIBNA ladder (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt.

Bei der Trennung von Proteingemischen mit Hilfe der Polyacigigetelektrophorese wurde
zur Bestimmung der Molekulargewichte der Proteine der ,LMWHdHr der Firma

Amersham Biosciences (Freiburg) verwendet.

2.1.13 Synthetische Peptide

Folgende synthetische Peptide wurden in einer Reinheit >70% voRirdeat BioScience
(Gottingen) und in einer Reinheit >95% von der Firma GENOSPHEREd@nologies

(Paris) bezogen:

Tab. 2.6 Synthetische Peptide

Peptid Sequenz

dhvar5 LLLFLLKKRKKRKY

33L2-445/458 SYFILRRRRKRFPY
33L2-445/467 SYFILRRRRKRFPYFFTDVRVAA
33L1-485/499 STRTSSAKRKKVKK

33L2-1/14 MRHKRSTRRKRASA

33L2-1/20 MRHKRSTRRKRASATQLYQT
33L2-DD447 SYDDLRRRRKRFPYFFTDVRVAA
33L2-DD452 SYFILRRDDKRFPYFFTDVRVAA
33L2-DD459 SYFILRRRRKRFPYDDTDVRVAA

33L2-R453L SYFILRRRLKRFPYFFTDVRVAA
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Der E.coli-Stamm DHS& wurde zur Vermehrung von Bakterien in LB-Medium kultiviert.
Verfugten die Bakterien zu Selektionszwecken Uber eine Antibiatsistenz, wurde dem
Kulturmedium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Die Kultuwrerden je nach
Verwendungszweck im Erlenmeyerkolben oder im Reagenzglas beiudicPCur optimalen
BelUftung bei 150 rpm in einem Rotationsschiittler (Braun, Melsungdwpiert. Fur die
langerfristige Lagerung voR.coli-Klonen wurden Ubernachtkulturen mit 15 % [v/v] sterilem

Glyzerin versetzt und bei —80°C gelagert.

2.2.1.2 Herstellung chemisch kompetentdt.coli-Zellen

Zur Herstellung von kompetentdncoli-Zellen wurde zunéchst eine Vorkultur in 2 ml LB-
Medium ohne Antibiotikum angeimpft und bei 37°C und 150 rpm im Rotatibiister Uber
Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Vorkultur in 200 mMeRlium ohne
Antibiotikum Gberfuhrt und bis zu einer optischen Dichte g6 von 0,6 bei 37°C und
150 rpm im Rotationsschittler wachsen gelassen. Nach Erretdremgewinschten OD
wurden die Bakterien 15 min auf Eis gekuhlt und anschlieench Heni4°C und 1.200 x g
pelletiert. Die weiteren Arbeiten erfolgten auf Eis. Dasdld® wurde in 100 ml eiskalter
50 mM CaCJ-Losung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfaotgte e
finfminatige Zentrifugation bei 4°C und 1.200 x g. Das erhaltenestPetlirde in 30 ml
eiskaltem 50 mM Ca@lmit 20 % [v/v] Glyzerin resuspendiert, in 300 pl-Portionen in
flussigem Stickstoff schockgefroren und dann bei —80°C gelagert

Zur Uberprifung der Kompetenz wurden die Bakterien, wie unter 2.Bekéhrieben, mit
50 ng Plasmid-DNA transformiert.
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2.2.1.3 Chemische Transformation voik.coli-Zellen
(Hanahan, 1983)

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 150 pl diedisuZpension wurden mit
einem vollstdandigen Ligationsansatz versetzt und 30 min auf iBksibiert. Der

Transformationsansatz wurde dann 90 s bei 42°C im Wasserbad emviitranschlieend
1 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1 BaMedium vermischt und
eine Stunde bei 37°C und 150 rpm geschiuttelt. Die Bakteriensuspenside anschliel3end
10 min bei 1.200 x g zentrifugiert und das Pellet in 250 pl LB-Medesaspendiert. 50 pl-
und 200 pl-Aliquots wurden auf LB-Agar mit dem entsprechenden Ankbiotiausplattiert

und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Als Negativkontrolle wurde in eidersatz statt des

Ligationsansatzes steriles®)iq verwendet.

2.2.1.4 Transformation elektrokompetenterkE.coli-Zellen

Fir die Transformation von Bakterienzellen mit DNA, die ausif®d@rionen isoliert wurde
(2.2.2.3), wurden elektrokompetente ELEKTROMAX-Zellen (InvitnogeKarlsruhe)
verwendet. 20 pl dieser Zellen wurden auf Eis mit 3 pul DN/&efzt und dann luftblasenfrei
zwischen die Platten einer Mikroelektroporationskammer (AmerdBiastiences, Freiburg)
pipettiert. Die Elektroporationsbedingungen im ,Cell Porator“b@®i BRL, Eggenstein)
waren wie folgt:

2400 V

41Q

330 pF

How* Q

Jfast CHARGE RATE"

Nach der Elektroporation wurde der Ansatz zu 1 ml SOC-Medium bgén, Karlsruhe)
gegeben und 1 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieRend wurde der Ansatarifibgiert und

komplett ausplattiert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA aug£.coli-Zellen im analytischen Mal3stab

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip dealsichen Lyse (Birnboim
und Doly, 1979). Fur die ,Miniprep” wurden 3 ml LB-Medium, das das 3atektion
plasmidtragender Bakterien notwendige Antibiotikum enthielt, aEm gewinschten
Bakterienklon angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert Di
Bakteriensuspension wurde 1 min bei 11.000 x g pelletiert, der tdhdrgerworfen und das
Pellet in 200 pl P1-Puffer resuspendiert. Nach funfminutiger Iniubéaiei Raumtemperatur
wurden 400 pl P2-Puffer hinzugefligt, vorsichtig geschwenkt und 5 miRawentemperatur
inkubiert. Zur Neutralisation wurden 300 pl kalter P3-Puffer zugegaind 10 min auf Eis
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 30 min bei 4°C und 11.000B3ay Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt, zur Fallung der Bi&EWA mit 650 pl
Isopropanol versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. DiepRade wurden
anschlie3end durch Zentrifugation 30 min bei 4°C und 11.000 x g pelleirellets mit
70 % [v/v] Ethanol gewaschen und 30 min bei Raumtemperatur od€r gtrocknet. Die
préaparierte DNA wurde in 50 pl sterilem®hig aufgenommen.

Sollte die DNA direkt zur Sequenzierung eingesetzt bzw. versclektlen, wurde die
~Miniprep“ mit dem ,E:Z:N:A: Plasmid Miniprep Kit* der Fma Peqglab (Erlangen)
durchgefuhrt. DNA-Sequenzierungen wurden bei den Firmen GATC (Konstaohe)
GENterprise (Mainz) in Auftrag gegeben.

2.2.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aug.coli-Zellen im préaparativen Mal3stab

Zur Praparation grol3erer Mengen Plasmid-DNA (,Maxiprep”) wurde ,fcleoBond PC
500 Kit* der Firma Macherey-Nagel (Diren) verwendet.

Fir eine besonders reine Plasmid-Préaparation wurde die DNgnidérmalen tber einen
CsCl-Gradienten aufgearbeitet. Die Bakteriensuspension (50Qwmide bei 4°C und
5.000 rpm im GS3-Rotor (Du Pont Instruments, Bad Homburg) 5 min geebastPellet
wurde in 10 ml Lésung | resuspendiert und fir 5 min auf Eis inkubierth Zugabe von
20 ml Losung Il erfolgte eine zehnminttige Inkubation auf Eis. Blanaurden 15 ml
Losung Il zugesetzt, geschuttelt und fur 15 min bei 4°C und 5.000((BS88-Rotor)

zentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert, mit 0,6 Volumésopropanol vermischt und
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15 min bei 15°C und 6.000 rpm im GSA-Rotor (Du Pont Instruments, Bad Hginbur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pelldtrinl TE-Puffer resuspendiert und
in ein 15 ml-R6hrchen dberfihrt. Nach Zugabe von 1 g CsCl pro meSsism wurde dann
dieser CsCl-Losung 0,4 ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugesetzt. eEsigte eine
Ultrazentrifugation fur tUber 10 h bei 15°C und 55.000 rpm im Vti65-RoBeckman,
Krefeld). Danach war die DNA als dunkelrote Bande sichtbaiche mit einer Spritze
abgezogen und in ein neues Vti65-Rohrchen uberfuhrt wurde. Das R6hrchemvituedeer
CsCl-Losung der richtigen Dichte (0,95 g CsCl plus 1 mDHaufgefullt und erneut
zentrifugiert. Die Bande wurde wiederum abgezogen und in ein 1%hmkRen tberfihrt.
Die DNA-LOsung wurde mit TE-Puffer auf 4 ml aufgefillhd 3 x mit je 4 ml Butanol
ausgeschuttelt. Das Ethidiumbromid geht so in die organische BhaseDie DNA in der

wassrigen Phase wurde schlie3lich mit 2,5 Volumen Etharg@fallt.

2.2.2.3 DNA-Isolierung aus Pseudovirionen

Um eine Verpackung von Plasmid-DNA in Pseudovirionen nachzuweisardewdie
jeweilige Pseudovirionen-Fraktion dialysiert (2.2.5.4ubd folgendermaf3en aufgearbeitet:
100 pl der Pseudovirionen-Fraktion wurden 1 h bei 37°C mit 3-4 U DNaggi250 pg/ml)
behandelt. Anschlie3end wurde der Ansatz mit 400 pl einer 2,5%I98AL6sung aufgefullt
und 500 ul Phenol zugegeben. Um die Kapside aufzubrechen, wurdeAdisatr fir 30 min
bei 65°C inkubiert. Danach erfolgte 2 x eine zweiminutige @engation bei 3.000 rpm in
der Biofugepico (Heraeus, Osterode) und anschlieBend 2 x eine funfminutigefidgation
bei 4.000 rpm, wobei immer die obere, wassrige Phase in eas ieaktionsgefald tberfuhrt
wurde. AbschlieBend wurde die DNA mit Ethapelgefallt, in 15 pl HOpjq. aufgenommen

und zur Elektroporation voB. coli-Zellen eingesetzt (2.2.1.4).

2.2.2.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Um DNA-Fragmente mit geeigneten einzelstrangigen Uberharigéngationen zu erzeugen
oder den Erfolg von Klonierungen zu prifen, wurde Plasmid-DNA mit
Restriktionsendonukleasen behandelt. Die Inkubation betrug fur einédmdilge Spaltung
von 1 ug Plasmid-DNA mit 3 U Restriktionsendonuklease 1 h bei 8At€ vom Hersteller
angegebenen Pufferbedingungen. Um den Erfolg der DNA-Spaltung zen poder die
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verwendeten Restriktionsendonukleasen von DNA-Fragmenten zu trenmede \&ine

Agarosegelelektrophorese durchgefihrt.

2.2.2.5 Ethanolfallung von DNA

Die Ethanolfallung diente der Konzentrierung von DNA-Molekulen. Duokzug der die
Molekile umgebenden Hydrathille durch Ethanol kommt es zur Fallung der ANDNA-
Lésungen wurde das 2,5fache Volumen —20°C kalten 96 % [v/v] Ethanol§,flv®lumen
3 M Natriumacetat gegeben und gut vermischt. Die Prazipitatelen anschlie3end bei
11.000 x g und 4°C 30 min sedimentiert. Die DNA-Pellets wurdereahuft getrocknet und

anschlieBend in der gewiinschten Meng@dd. resuspendiert.

2.2.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde @&8Sqrb Kit* der Firma
Genomed (Bad Oeynhausen) verwendet. Die zu isolierenden DNAEndg wurden nach
der Auftrennung im Agarosegel aus dem Gel ausgeschnitten undHaastellerangaben

gereinigt.

2.2.2.7 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Die mit einer Restriktionsendonuklease gespaltene Vektor-DNwlevdephosphoryliert, um
eine Religation der entstandenen freien Enden zu verhindern (Sangbralok1989). Dazu
wurde nach der Restriktionsspaltung 1 U Alkalische Phosphatase prbMAigugefigt und
1 h bei 37°C inkubiert. Die Enzyme wurden durch Agarosegelelektroghuoes der DNA

getrennt.

2.2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten zu zirkularen Produkten

Um spezifische DNA-Bereiche in Bakterien zu vermehren, wurdeese durch eine
Ligationsreaktion in geeignete Vektoren eingefugt (Sambebak, 1989). Die Ligation von
Vektor-DNA mit DNA-Fragmenten wurde in einem molaren Verhélwon 1:3 mit Quick-
DNA-Ligase in dem vom Hersteller angegebenen Puffersystesn Esiezyms in 20 pl-

Ansatzen durchgefihrt. Die Reaktionsansétze wurden 1-2 h bei Rauenéduan inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Ligationsansatze direkt zur TransformatiometenterE.coli-
Zellen eingesetzt.

Fir die Ligation eines PCR-Produktes in den Klonierungsvekto"BARTOPG wurde das
,TOPO TA Cloning’ Kit* der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.

2.2.2.9 Agarosegelelektrophorese
(Sambroolet al., 1989)

Zur  Auftrennung oder Reinigung von Nukleinsduregemischen wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. In Abhéngigkeit von der Grolzifdetrennenden
DNA-Fragmente wurden Horizontalgele mit unterschiedlichemrdégggehalt von 1-2 %
[w/v] Agarose in TAE-Puffer verwendet. Um die DNA unter Witht (302 nm) zu
visualisieren, wurden 100 ml flissiger Agarose 4 pl Ethidiumbrofrich{g/ml-Stockldsung)
zugesetzt. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen Probenpeafsetzt.
Das im Probenpuffer enthaltene Ficoll bewirkt das Absinken der Piob#ie Taschen des
Gels. Die zugesetzten Farbstoffe ermdglichen es, die baaffzu verfolgen. Als
Langenstandard diente die, 100 bp DNA Ladder®. Die Auftrennung gtgolin einer
Horizontalgelelektrophoresekammer der Firma Biometra (Gotting@n) AE-Laufpuffer bei
120 V. Die aufgetrennten Nukleinsduren wurden mit der digitaleme@a BioDoc CCD

(Biometra, Goéttingen) aufgenommen.

2.2.2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Saikiet al., 1985)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,polymerase chainiogdrdient zur exponentiellen
Amplifikation spezifischer DNA-Bereiche. Dabei wird eitteermostabile DNA-Polymerase
aus dem Bakteriunthermus aquaticus eingesetzt. Die doppelstrangige Matrizen-DNA wird
bei 95°C =zu Einzelstrdngen denaturiert, an die sich anschliefbend geeigneter
Hybridisierungstemperatur zwei komplementare Oligonukleotide )&t} anlagern. Diese
flankieren den zu amplifizierenden Bereich und dienen als Ausgangsginktie
Kettenverlangerung durch die DNA-Polymerase in 5°-3'-Richtung. hréfe
aufeinanderfolgende Zyklen aus Denaturierung, Hybridisierung und Puadatien fihren
zur exponentiellen Amplifikation des spezifischen DNA-BereichEsme PCR-Reaktion

wurde nach Herstellerangaben mit ,Ready To™5®CR Beads“ der Firma Amersham
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Biosciences (Freiburg) durchgefuhrt. Die Amplifikation der DNHolgte mit Hilfe eines

.Gradientencyclers” der Firma Biometra (Gottingen). Die #ine PCR verwendeten
Zyklusprofile sind u. a. abhangig von der Lange des zu amplifirere Fragments und den
verwendeten Oligonukleotiden. Die auf diese Weise erhaltenen-Exdgmente wurden in

einen geeigneten Vektor kloniert.

2.2.2.11 Gerichtete Mutagenese durch Uberhangverlangerung
(Hoet al., 1989)

Um bestimmte Mutationen in DNA-Sequenzen einzufihren, wurdeediehgete Mutagenese
durch Uberhangverlangerung angewendet. Diese Methode benétigDligariukleotidpaare.
Ein Paar (als 5'-,Primer” und als ,Forward“-Mutagenese bérat) dient der Amplifikation
von DNA zwischen der Mutationssequenz und der 5-Region. Das Zwamte(,Reverse”-
Mutagenese und 3’-,Primer*) erzeugt ein PCR-Produkt Uber der Musatelle und der 3°-
Region. Jeweils der eine ,Primer” der Paare enthaltideufihrende Mutation. Die auf3eren
Oligonukleotide tragen haufig eine Restriktionsschnittstelle, idie schnelle und gerichtete
Klonierung des Endprodukts erlaubt.

Die beiden Oligonukleotidpaare wurden in zwei separaten Amgldiksreaktionen
eingesetzt. Deren Produkte enthielten jeweils die einzufiuhremndeativh und Uberlappten in
diesem Bereich. Die beiden Produkte wurden Uber ein Agaroggegeinigt, gemischt,
denaturiert und hybridisiert, um eine Heteroduplex zu erzeugen, dididlifgerden kann.
In einer dritten PCR-Reaktion wurde schlieBlich mit den &auRerdayorkleotiden das

mutierte Endprodukt erzeugt, welches subkloniert werden konnte.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Trichloressigsaure(TCA)-Fallung von Proteinen

Proteinlésungen wurden mit 1 Volumen 20%iger TCA-L6sung versetzt untilb@d0 x g
10 min abzentrifugiert. Die Préazipitate wurden zuerst mit 8%igCA-Losung, dann mit
Aceton gewaschen und getrocknet. Da diese Methode ausschliel3ladr Vauftrennung von
Proteinlésungen Gber eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zur ndomg kam,

wurden die Proteinpellets in 1 x Laemmli-Probenpuffer resuspgndi
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2.2.3.2 Chloroform-Methanol-Fallung von Proteinen

Fir die Fallung von membranassoziierten Proteinen wurden Proteinlosmitgévolumen
Methanol und 1 Volumen Chloroform versetzt. Zusatzlich wurden zuedié®sung
3 Volumen HOyig. gegeben und fur 1 min geschiittelt. Dieser Ansatz wurde 5 mix (0-
8.000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde die obere, klare Pleseonen, zur unteren
Phase und Interphase 3 Volumen Methanol gegeben und erneut zentrifDgierPellet

wurde getrocknet und fur die SDS-PAGE verwendet.

2.2.3.3SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische wurden durch Elektrophorese in diskontinuierlichendPdbmaidgelen in
Gegenwart von SDS aufgetrennt (Laemmli, 1970). Es wurden Trenmgedéner 10 % [w/v]
Acrylamid-Stamml6sung sowie Sammelgele mit einer 5 % [wNetylamid-Stammldsung
zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zur Polymerisation wurdaittelbar vor dem Giel3en
50 pl 10 % [w/v] Ammoniumpersulfat und 2,5 pl TEMED zugegeben.Hdaben wurden in
Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und vor dem Auftragen 5 min bei 887i@&t. Die
Elektrophorese erfolgte in einer Elektrophoresekammer der EiM& GmbH Labortechnik
(Dossenheim) mit Laufpuffer bei einer konstanten Stromstérke vomALESammelgel) bzw.
25 mA (Trenngel). Nach der Elektrophorese wurden die ProteineiraifTeagermembran

ubertragen.

2.2.3.4 Western Blot"
(Towbinet al., 1979)

Die Ubertragung von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen (gkfeslot‘) diente zum
Nachweis elektrophoretisch getrennter Proteine mit spezifischaikdfpern. Nach der
Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proteine vom Gealialitrozellulosemembran
Protran BA Nitrozellulose (Schleicher und Schiill, Dassel) teaiegst und immobilisiert. Der
Transfer wurde vertikal in der mit Transferpuffer gefiilltemttaer , Trans-BlotCell* (Bio-

Rad Laboratories, Miinchen) bei einer konstanten Stromstarke vomAOQir 1 h bei

Raumtemperatur durchgefiihrt. Fir den spezifischen Nachweis vonnBrotwwurde die
Membran zunachst 30 min bei Raumtemperatur mit 5 % [wAffdatm Milchpulver in PBS
inkubiert. Danach wurde sie Uber Nacht mit einem in Milchlésung.)(srerdiinntem,

primaren Antikdrper unter Schwenken inkubiert. Um ungebundene Antikorpertfaunen,
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wurde mit PBS gewaschen und anschlieend mit einem in Milchlésumg Yerdinntem,
sekundéaren Antikorper 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubeeriMddnbran

wurde danach erneut mit PBS gewaschen. Die hier verwendetendseen Antikorper
waren mit Peroxidase gekoppelt. Peroxidasemarkierte Antikorpaiygi@ren die Oxidation
von Luminol und l6sen damit eine Chemilumineszenz aus. Das, nacand@ang der

Membran mit ,ECL™ Western Blotting Detection Reagents®, entstehende Lichijeviiber

einen Film gemessen (Amersham Biosciences, Freiburg) unifisgez Proteinbanden somit
detektiert.

2.2.3.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fur verschiedene Untersuchungen mit Hilfe des FluoreszenzmikroskopsmZellen auf
Deckglasern in ,6well“-Platten ausgesat. Nach einer Tratisfe oder Inkubation mit
Peptiden wurden die Zellen zunéachst mindestens 20 min mit Methad@\fem bei —20°C
fixiert und dann mit PBS gewaschen. Freie Proteinbindungsstelietlew mit 5 % Ziege-
Normalserum in PBS 30 min bei Raumtemperatur abgesattigt.nhef3end erfolgte eine
Inkubation mit den jeweiligen primaren und dann sekundaren, mit Bkemefarbstoffen
gekoppelten Antikorpern in PBS/Twegn, verdiunnt fir je 1 h bei 37°C. Um die DNA
anzufarben, wurden die Deckglaser wahrend einer der letztenh¥¢asite mit dem
Farbstoff Hoechst33342 (Bisbenzimide) behandelt. AnschlieBend wurdeelldie it dem
Eindeckmittel Fluoprep (bioMérieux, Nirtingen) behandelt.

Die Praparate wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M,Ad&cam-

Digitalkamera und der Axiovision Software 3.0 (Zeiss, Jana)ysiert.

2.2.4 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle Zellkulturen wurden im Brutschrank (Heraeus 6000, Heraeus) einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C inkubiert, die ziakammit 5% CQ
angereichert war. Sie wurden unter einer sterilen Werkbank4@0X400E, NUAIRE) zum
Passagieren mit PBS gewaschen und durch Behandlung mit PBS/EJMoin GeféalRboden
geldst, im entsprechenden Medium aufgenommen und abhéngig vom igewell
Versuchsansatz verdinnt und weiter kultiviert. Fir die Langzerlag in flussigem
Stickstoff wurden die Zellkulturen bei 250 x g 5 min sedimentigrd in 500 pl frischem

Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde mit dem hgleicVolumen
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Einfriermedium vermischt, Uber Nacht bei —80°C gelagert und d@eBehnd in flissigen
Stickstoff eingebracht. Zum Auftauen wurden die Zellen schnelBB&C erwéarmt, einmal

mit Medium gewaschen und anschlie3end kultiviert.

2.2.5 Proteinexpression in eukaryotischen Zellen

2.2.5.1 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Elektoporation

Fir die Transfektion von COS7-Zellen mit verschiedenen Konstrukteden 2 x 10 Zellen
einer grof3en Gewebekulturschale mit PBS/ERdA abgeldst, mit DMEM-Medium ohne
Zusatze gespllt und bei 1.200 rpm in der Labofuge 400R (Heraeusyd@}té min bei 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml HBS-Puffer resndfert und der Ansatz in eine
Elektroporationskammer (Gibco BRL, Eggenstein) Uberfihrt. Nachbéugan 15 ug DNA
wurde die Elektroporation im ,Cell Porator® (Gibco BRL, Eggemgteauf Eis unter
folgenden Bedingungen durchgefihrt:

200 V

330 pF

Jow" Q

Jfast CHARGE RATE"

Nach der Elektroporation wurde der Ansatz kurz auf Eis gehalten umal wmhit einer
Pasteurpipette in 19 ml DMEM-Medium Uberfihrt und nach Bedatfemis.

2.2.5.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Lipofekon

Fur die Transfektion von HUTKZellen mit verschiedenen Konstrukten im pTM-Vektor
mssten 5 x 10 Zellen in einer 10 cm Gewebekulturschale zunéchst mit deni-8TF
Vacciniavirus infiziert werden (2.2.5.3.3), da die rekombina@ene im pTM-Vektor unter
der Kontrolle eines T7-Promotors stehen. Die anschliel3ende Lipofetitirde mit folgenden
Reagenzien der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach Hersd@limben durchgefihrt:
.LipofectAmine, PLUS-Reagent und OptiMem-Medium®.
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2.2.5.3 Expression viraler Proteine mit rekombinanten Vadaoiaviren

2.2.5.3.1 Herstellung rekombinanter Vacciniaviren

Fir die Herstellung rekombinanter Vacciniaviren wurden der fir désprechende Gen
rekombinante pTM1-Transfervektor und Vaccinia-Wildtyp-DNA eingesebie in vitro
Rekombination von Vacciniaviren wurde im ,6well“-Format durchgefiridu 90 %
konfluente HUTK-Zellen wurden mit PBS gewaschen und zur Vorbereitung auf die
Rekombination eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem tempeeaBithgen
Vacciniavirus-Stamm ts7 mit einer MOI (,multiplicity of idtion“) von 0,1 in DMEM-
Medium ohne Zusétze infiziert. Die Zellen wurden nach Austaussh RMEM gegen
DMEM™ zwei Stunden bei 33°C inkubiert.

1 pg des rekombinanten pTM-Vektors und 1 pug der Vaccinia-Wildtyp-NAlen in einem
1,5 ml Reaktionsgefal® vorgelegt. Nach Zugabe von 125 pl 2 x HEElE&F wurden unter
standiger Bewegung der Flissigkeit 125 pl 250 mM gagilgetropft. Der Ansatz wurde
30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf die zuvor mit PBSsgkerzen Zellen
gegeben. Das Calciumphosphat-Prazipitat verblieb unter standigémeisken 1 h bei
Raumtemperatur auf den Zellen. Danach wurde es gegen DMiSktzt und der Ansatz fur
2 h bei 39°C kultiviert. Nach Austausch gegen Vollmedium wurden elierzzwei Tage bei
39°C gehalten. Anschliel3end wurden die Zellen bei 250 x g, 4°€ rfiin geerntet und das
Pellet in 900 pl 10 mM HEPES (pH 7,2) resuspendiert. Mit zvedii&-Tau-Zyklen wurden
die Viren freigesetzt und der Ansatz mit 100 pl 10 x PBS gepuffVeitere Amplifikationen
erfolgten in Anwesenheit von BrdU (5-Brom-2-Desoxyuridin), welcha$ rekombinante
Vacciniaviren selektioniert. Dazu wurden Zellen mit PBS gmhan und das infektiose
Gemisch (ca. 800 ul) fir 1 h bei Raumtemperatur zugegeben. Derstand wurde
abgezogen, gegen Volimedium plus 0,1 Volumen 10 x BrdU ersetzt uzetithe bei 37°C
ein bis zwei Tage inkubiert. Diese Amplifikation wurde so langederholt, bis Plaques zu
sehen waren. Zur Aufreinigung der rekombinanten Vacciniaviremlevdann eine Plaque-

Reinigung mit Agarose durchgefihrt.
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2.2.5.3.2 Amplifikation und Titerbestimmung von rekombinarten Vacciniaviren

Um rekombinante Vacciniaviren zu vermehren, wurden HtA&len in grol3en
Gewebekulturschalen mit einer MOI von 0,1 infiziert. Dazu warde Zellen fir 1 h bei
Raumtemperatur mit den Viren in DMENhkubiert. Nach Austausch gegen Vollmedium
erfolgte eine Inkubation fur 36-40 h bei 37°C. Die Zellen wurden gearntedas Pellet in
900 pl 10 mM HEPES (pH 7,2) resuspendiert. Um die Viren aus déenZal gewinnen,
folgten zwei Gefrier-Tau-Zyklen. Die Zellsuspension wurde aimef@éhd mit 10 x PBS
gepuffert und bei —70°C gelagert.

Zur Bestimmung der Virustiter (PFU, ,plaque forming unit*) wuedee Infektion von Zellen
mit unterschiedlichen Virusverdiinnungen im ,6well“-Format durchigef Die infizierten
Zellen wurden 48 h kultiviert, das Medium abgezogen und dann &b Kristallviolett in

4 % Ethanol Uberschichtet. Im Kontrast zu dem geféarbten Zailkasenten die Plagues nun

ausgezahlt werden. Der Virustiter ergibt sich folgendermafe

Anzahl der Plaques

Virustiter (PFU/ml) = Virusverdiinnung X ausplattiertes Volumel) (m

2.2.5.3.3 Expression viraler Proteine mit rekombinanten ®cciniaviren

Fur die transiente Genexpression der HPV-Kapsidproteine in S&lgar wurden

rekombinante Vacciniaviren eingesetzt, bei denen das zu exmid&e Gen unter der
Kontrolle eines T7-Promotors stand. Die Zellen mussten flr dRsgeinexpression
zuséatzlich mit dem rekombinanten Vacciniavirus vTF7-3 infiziegrden, welches das Gen
fur die T7-RNA Polymerase tragt (Mossal., 1990). HUTK- oder COS7-Zellen wurden mit
entsprechenden, rekombinanten Vacciniaviren in serumfreiem DMIENitvh bei

Raumtemperatur infiziert. Die MOI lag bei 0,1. Nach 1ihkubation wurde das
Infektionsgemisch abgezogen und durch Vollmedium ersetzt. Die kuling erfolgte bei

37°C.
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2.2.5.4 HPV-Pseudovirionen

2.2.5.4.1 Herstellung von HPV-Pseudovirionen und Reinigundper einen

kontinuierlichen CsCI-Gradienten

Zur Herstellung von HPV-Pseudovirionen wurden COS7-Zellen zunéclgoiden Mal3stab
(ca. 20 groRe Gewebekulturschalen) mit dem pEGHFS-Konstrukt mittels Elektroporation
transfiziert (2.2.5.1). Zwei Tage nach der Transfektion emrdie Zellen mit den fir die
Kapsidproteine rekombinanten Vacciniaviren infiziert (2.23.3WVahrend der nachsten 48 h
wurde das ,Markerplasmid” in den Zellen amplifiziert und bei desadnmenlagerung der
Kapside verpackt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und3&6 fpm in der Labofuge
400R (Heraeus, Osterode) fur 10 min geerntet. Das Pellet wurt@ ml ,Dounce”“-Puffer
unter Zugabe von 0,5 % NP40, 1 pg/ml Aprotinin und 1 pg/ml Leupepsinspendiert.
Anschlie3end wurden die Zellen nach einem Gefrier-Tau-Zyklus emefdlashomogenisator
aufgeschlossen. Die Zellsuspension wurde in ein HB4-Zentrifugenrdhgdueben und zur
Anreicherung der Zellkerne 10 min bei 3.500 rpm im HB4-Rotor (Dt Phstruments, Bad
Homburg)zentrifugiert. Das Kernpellet wurde in 4,5 ml ,Dounce”-Puti@fgenommen und
mittels einer Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Dazu wdiedé.6sung 3 x 45 s im
»o0nifier 250 (Branson, Dietzenbacipei 40 % Leistung (100 W) und 80er Intervallen
beschallt. Unlosliches Material wurde durch eine weitere rfagation bei 4°C und
10.000 rpm fur 10 min abgetrennt. Der partikelhaltige Uberstand wuitl®,4 g CsCl pro
1 ml Lésung versetzt und mit einer Ultrazentrifugation argfigégt. Die Ultrazentrifugation
erfolgte im Vti65-Rotor bei 55.000 rpm und 12°C fir mindestens 12eh. @3Cl-Gradient
wurde anschlieBend von unten mit einer Kanile ausgetropft (500 pieRekt Die
Fraktionen konnten bei 4°C gelagert werden.

Zur weiteren Analyse der Fraktionen wurde zunachst der Brechungsimite einem
Refraktormeter (Kriss, Hamburg) bestimmt. Die Pseudovirionertesolin einem
Dichtebereich zwischen 1,3630 und 1,3665 liegen. 5-10 pl jeder Frakiioiemvhinsichtlich
der Expression von Kapsidproteinen mittels SDS-PAGE und ,Westeth &lalysiert. Um
zu untersuchen, ob das minore L2-Protein in die HPV-Pseudovirionenbauigeurde,
wurde zusatzlich eine analytische Saccharose-Gradientenfdgation (2.2.5.4.3)
durchgefuhrt. Fur eine Analyse der DNA-Verpackung (2.2.2.3) und dfaktidsitat

(2.2.5.4.4) mussten die Pseudovirionen-Fraktionen dialysiert weraengdas zelltoxische
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Salz zu entfernen. Die Dialyse erfolgte in Dialyseschlaudhmr Nacht bei 4°@egen 5 |
PBS. Die Schlauche wurden zuvor in 0,05 M EDTA gekocht und lgéfagert.

2.2.5.4.2 Herstellung von HPV-Pseudovirionen und Reinigungper einen
OptiPrep-Gradienten
(mod. nach Buckt al., 2004)

Eine weitere Methode fir die Generierung von HPV-PseudovirionatigsExpression der
Kapsidproteine sowie die Amplifikation des pEGHRS-Plasmids in 293TT-Zellen und die
anschlieBende Reinigung tber einen OptiPrep-Gradienten.

Nach Transfektion mit dem ,Markerplasmid“ mittels Lipofektiamrden die Zellen mit den
flr die Kapsidproteine rekombinanten Vacciniaviren infiziert 23). 44 h spater wurden
die Zellen geerntet, die Pseudovirionen extrahiert und auf den epiFradienten (39 %,
33 %, 27 %) geschichtet. Die Ultrazentrifugation erfolgte3fidrh bei 234.000 x g und 16°C.
Nach Fraktionierung des Gradienten (250 pl Fraktionen) konnten 5 pl limeKtansduktion

von Zellen eingesetzt werden (s.a 2.2.5.4.4).

2.2.5.4.3 Analytische Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Um den Einbau des minoren L2-Proteins in die HPV-Pseudovirionen etsuchen, wurden
die Pseudovirionen-Fraktionen aus dem CsCl-Gradienten (2.2.5.4.1) &leen

kontinuierlichen Saccharose-Gradienten aufgetrennt. Dazu wurdeO&tiger und 60%iger
Saccharoseldésung in PBS unter Zusatz von 1 pg/ml Aprotinin, 1l pgéapeptin und
10 pg/ml BSA ein linearer Gradient gegossen und 300 ul der @idbsi CsCl-Fraktionen
oben aufgebracht. Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 36.000 rpm d@dfdr 2,5 h im

SW40-Rotor (Beckman, Krefeld). Danach wurden von oben 750 pl-Fraktedsgenommen,
mit TCA gefallt und zur ,Western Blot“-Analyse in 20 pl LaeiProbenpuffer

resuspendiert.

2.2.5.4.4 Transduktion durch HPV-Pseudovirionen

Um die Infektidsitat der HPV-Pseudovirionen zu testen (Infektigkssay*), wurden 5-10 pl

der jeweiligen dialysierten Fraktion (2.2.5.4.1) in 300 ul DMEMf COS7- oder 293TT-
Zellen gegeben (,24well“-Format). Es erfolgte zundchst em@ldation bei 4°C fir 1 h.
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Nach Zugabe von ca. 500 ul DMEMvurden die Zellen 72 h bei 37°C kultiviert. Aufgrund
des verpackten pEGEMLS-Plasmids konnten infizierte Zellen wegen ihrer grinen
Kernfluoreszenz ausgezéahlt werden. Die Infektiositat der RB&udovirionen wurde immer
unter Bericksichtigung der DNA-Verpackung (2.2.2.3) ausgewdietWerte fir mutante
Pseudovirionen wurden im Vergleich zum Wildtyp auf die relativentye der verpackten

DNA normiert.
2.2.6 Membranassoziations-,Assays"

2.2.6.1 Fraktionierung zellularer Membranen
(Gaynoret al., 1994)

Um die Lokalisation von Proteinen an zellularen Membranen zu untensuevurden 1-

2 x 10 COS7-Zellen nach Transfektion mit entsprechenden Konstrukten vongeaisen
Gewebekulturschale abgelost und bei 300 x g und 4°C fur 5 min ahmgiett. Das Pellet
wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und mindestens 30 min agé&iellt. Anschlie3end
wurden die Zellen mit einem Glashomogenisator aufgeschlosserLySaswurde nun bei
800 x g und 4°C 5 min zentrifugiert. Der UberstanghdiSvurde in ein neues Reaktionsgefal
uberfihrt, das Pellet ¢R) in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und erneut zentrifugiert.dbste

und zweite §o-Uberstand wurde vereinigt und 10 min bei 4°C und 13.000 x g zentrifugiert
Der Uberstand (Soo9 enthalt cytosolische Proteine und konnte fir weitere Analysen
verwendet werden. Das Membranpellet;@@) wurde nach sorgfaltigem Entfernen des
Uberstandes in 100 pl Lysepuffer resuspendiert und direkt fir dierfdé Fraktionierung
eingesetzt. Dazu wurden 2 ml 1,5 M Saccharoselésung in ein S@raftdgenrohrchen
pipettiert und mit 2 ml einer 1,2 M Saccharoseldsung Ubersehiddie Saccharoselésungen
wurden in Lysepuffer angesetzt. Vorsichtig wurde nun digdeLosung oben aufgetragen.
Es erfolgte eine Ultrazentrifugation im SW60-Rotor (Beckniénefeld) fur 1 h bei 4°C und
35.000 rpm. Wahrend der Zentrifugation wurden 6 ReaktionsgefaResaggdtellt. Nach der
Zentrifugation sollten im Gradienten zwei Membranbanden zu seleneg®e in der 1,2 M
Saccharosestufe und eine zwischen den beiden Stufen. SechenErakinterschiedlichen
Volumens wurden laut Protokoll in die vorgekihlten Reaktionsgefal3e uUbetfiitirtdie
Proteine mit Chloroform/Methanol gefallt (2.2.3.2). Die Rpdiate wurden in 50 pul Laemmli-

Probenpuffer resuspendiert.
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2.2.6.2 NaCOs-Extraktion zellularer Membranen

Um assoziierte von integralen Membranproteinen zu unterscheidesenvl-2 x 10COS7-
Zellen nach Transfektion oder HUTRellen nach Infektion mit rekombinanten
Vacciniaviren wie unter 2.2.6.1 geerntet und aufgearbeit@s. B ooocPellet wurde hier in

2 ml Lysepuffer resuspendiert und in einem SW60-ZentrifugenréhrcheniraufO&oiges
Saccharosekissen geschichtet. Es erfolgte eine Ultrédmgation fur 45 min bei 4°C und
45.000 rpm im SW60-Rotor (Beckman, Krefeld). Das Pellet wurdenm 100 mM NaCOs-
Losung (pH 11,5) mittels zehnmaliger Passage durch eine 25Gl&kaomogenisiert und 1 h
auf Eis gelagert. Der Ansatz wurde mit der,Gl@;-Losung auf ein Endvolumen von ca.
3,7 ml gebracht und bei 4°C 30 min und 35.000 rpm im SW60-Rotor erndtifuggert. Der
Uberstand (enthalt assoziierte Membranproteine) wurde mitl ESgigsaure pro ml Probe
neutralisiert, mit TCA gefallt (2.2.3.1) und in 100 ul Lysdpufresuspendiert. Das Pellet
(enthalt integrale Membranproteine) wurde in 80 pl Lysepuffeusendiert und mit 20 pl
10 % NP40 versetzt. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis konntene beid
Proteinlédsungen mittels ,Western Blot“ analysiert werden. X(argleich wurden hier auch
das Roo-Pellet (s. 2.2.6.1) und derspocUberstand nach TCA-Fallung in 100 pl Lysepuffer

resuspendiert und analysiert.

2.2.7 Cytotoxizitats-,Assays"

2.2.7.1 ATP-,Assay"

Um den cytotoxischen Effekt von synthetischen Peptiden auf eukaryoti&elen zu

untersuchen, wurde u. a. das ,ATP Bioluminescence Assay K& ICLder Firma Roche
(Mannheim) verwendet. Die zu messende, zellulare ATP-Meolydisr Auskunft Uber den
Zustand der Zellen geben. Dazu wurden 4 %l a-Zellen pro ,well* einer ,96well*-Platte
ausgesat. Der Zellkulturiberstand wurde abgenommen und 100 ul egtidvé&einnung zu
den Zellen pipettiert. Die Peptidverdinnungen (Stammldsung: 1 mig/ri,O) wurden

entweder in ,Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, pH 7,2, plusMMHEPES)" der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) oder in einem Citronenséure-Phosph&thdch Mcllvaine (pH 6,0,
plus 56 mM Glucose) angesetzt. Als Vergleichswert wurden rZellesschlie3lich mit den
reinen Losungen ohne Peptide versetzt. Die Inkubation von 1 h bisrfldiesbei 37°C in

einer feuchten Kammer. Fir die ATP-Messung wurde der Zalikilderstand abgenommen
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und die Zellen in 150 pl 1% Triton resuspendiert. Diese Zeksispn wurde in ein
Rohrchen mit 150 pl $#© gegeben. Nach Zugabe von 10-20 pl des ,Luciferase reagent*
erfolgte die Messung im Biolumat LB9500 der Firma Berthold @feim). Der
Vergleichswert sollte immer zwischen 200.000 und 400.000 RLUdw®etrand wurde gleich
100 % ATP gesetzt.

2.2.7.2 ,Toxilight™-Assay*

Eine weitere Methode zur Messung des cytotoxischen Effekts vqid®e ist der
,Toxilight ™-Assay* der Firma BioWhittaker (Verviers, Belgien). Balwird das Austreten
der Adenylat-Kinase aus geschadigten Zellen in das umgebendeinvigdimessen. Die
Zellen wurden wie unter 2.2.7.1 beschrieben ausgesat und mit éPetikubiert. Nach
Inkubation wurde der Zellkulturiberstand mit 100 pl ,Detection Reagemgetzt und 5 min

inkubiert. Danach erfolgte eine Biolumineszenzmessung (3.2)2.
2.2.7.3 FACS-Analyse der Aufnahme von Propidiumjodid

Um direkt den Effekt von synthetischen Peptiden auf die Cytoplammbran von
Saugerzellen zu untersuchen, wurde nach Peptidinkubation die Aufnalone v
Propidiumjodid mittels FACS-Analyse gemessen. Dazu wurden £ x&Qa-Zellen pro
~well“ einer ,6well“-Platte am Vortag ausgesét. DerlKelturiiberstand wurde abgenommen
und die Peptidverdinnungen (in HBSS, s. 2.2.7.1) in einem Volumen mba@f die Zellen
gegeben. Als Vergleichswert wurden Zellen nur mit rein@SHB-L6ésung ohne Peptide
versetzt. Es erfolgte eine Inkubation von 5 h bei 37°C. Dieid&epturden dann abgezogen
und die Zellen grundlich mit PBS gewaschen. Nach Abspllen und Edete#ellen mit
PBS/EDTA smv Wurde das Pellet in 1 ml PBS/F&gSesuspendiert und 3 x gewaschen. Das
Zellpellet wurde dann in 900 ul PBS/F&gSaufgenommen, in FACS-Rohrchen tberfuhrt und
auf Eis gelagert. Kurz vor der Messung wurden 100 pl Propidium{odicb pg/ml) je Probe
zugegeben. Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem FAGRu€Calund

entsprechender ,Software* der Firma Becton Dickinson (Heg&tg)b
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3 Ergebnisse

Auf der Suche nach potentiellen membrandestabilisierenden Akéinitder Kapsidproteine
von HPV33 wurde die Ahnlichkeit eines carboxyterminalen L2-Peptitislem von Ruissen
et al. (2001) beschriebenen Peptid dhvar5 (LLLFLLKKRKKRKY) beobachtet.
Charakteristisch fur das synthetische dhvar5-Peptid ist eindBdmgdrophober Aminoséuren
gefolgt von einem Bereich basischer Aminosauren. Es gilnalmbrandestabilisierend und
weist sowohl eine mikrobizide als auch eine fungizide Aktivaudt In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe um Jan Bolscher in Amsterdam konnte nachgewiesdenwdass die
analogen L2-Peptide von HPV16, 18 und 33 ebenfalls eine mikrobizide wngizifle
Aktivitdt haben. In Cytotoxizitatstests mit u.@andida albicans wurden LGy-Werte von
16,3 pg/ml, 9,5 pug/ml und 5,5 pg/ml ermittelt (Abb. 3.1).

dhvar 5 LLLFLLKKRKKRKY | LCy: 3.5 pg/ml

HPV16 L2 |SYYMLRKRRKRLPY| LCy 16.3 pg/ml

HPV18 L2 LYY FIRKKRKRVPY| LC;,: 9.5 pg/ml

HPV33 L2 SYFILRRRRKRFPY| LCs: 5.5 pg/ml

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des dhvar5-Pefs und analoger L2-Peptide
Es sind die zu dhvar5 analogen L2-Peptide von HRPMB5und 33 und die aus Cytotoxizitatstests @it
albicans resultierenden letalen Konzentrationen {f)@argestellt.

Fir die nun folgenden Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Dissewatde
zusatzlich zu dem dhvar5-Analog 33L2-445/458 ein auf 23 Aminosauren vet&mBeptid
gewahlt (33L2-445/467), da der Bereich ,downstream” sehr hydrophob istAll. 3.2).

Um nun die potentielle Rolle dieses L2-Peptids fur die Virus-bedikgidosomolyse in
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Saugerzellen zu analysieren, sollte a) die membrandesi@tahde Aktivitdt von Peptiden, b)
die Membranassoziation von GFPeptid-Fusionen und L2-Proteinen und c) der Effekt von
Mutationen innerhalb dieses Peptids auf die Infektidsitat voudes&ionen untersucht

werden.

dhvar5 | LLLFLLKKRKKRKY

hydropheb basisch

HPV33 L2 NLS

445 467
HPV33 L2-445/467 |[SYFILRRRRKRFPYFFTDVRVAA

HPV33 L2-445/458 |SYFILRRRRKRFPY

mutante Peptide:

HPV33 L2-DD447 SYDDLRRRRKRFPYFFTDVRVAA

HPV33 L2-DD452 SYFILRRDDKRFPYFFTDVRVAA

HPV33 L2-DD459 |[SYFILRRRRKRFPYDDTDVRVAA

Kontrollpeptide:
HPV33 L1-485/499 |STRTSSAKRKKVKK

HPV33 L2-1/14 MRHKRSTRRKRASA

HPV33 L2-1/20 MRHKRSTRRKRASATQLYQT

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der verwendete38L 2-Peptide

Es sind die carboxyterminalen L2-Peptide 33L2-488/4nd 33L2-445/467 sowie mutante Peptide mit einem
Aminosaureaustausch gegen zwei saure Aspartattagiestellt. Hydrophobe und basische Aminosaurehisi
grun und blau, eingefligte Mutationen in rot heredrgben. Als Kontrollen dienten Peptide von HPV33un2i

L1 mit Bereichen basischer Aminosauren. Die Zaldennzeichnen die jeweils erste und letzte im Pemtich
vorhandene Aminosaure von 33L2 bzw. 33L1. Die Rleptvurden synthetisch hergestellt. Zusatzlich ist d
ungefahre Position des L2 Kernlokalisationssiggelzeigt (aa295-aa310). NLS: ,nuclear localisatieguence”
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3.1 Cytotoxizitat des synthetischen Peptids 33L2-445/467

Im Folgenden wurde untersucht, ob das carboxyterminale 33L2-Peptid nichtlimur
Mikroorganismen, sondern auch fiir hohere eukaryotische Zellen wigeodi€Saugetieren

cytotoxisch ist. Dazu kamen verschiedene Methoden zur Anwendung.

3.1.1 Morphologische Veranderungen von HelLa-Zellen nach Peptitkubation

Zunachst sollte geprift werden, welche Auswirkungen die Inkubatiobh2dPeptide auf das
Erscheinungsbild von eukaryotischen Zellen hat. Dazu wurden HeLaxZrlfeDeckglasern
ausgesat und 5 h mit den synthetischen Peptiden inkubiert. Asisahtl konnten die Zellen
mit dem unter 2.2.3.5 beschriebenen Mikroskop im Durchlmfaigi-afiert werden.

33L2-DD452"

Abb. 3.3: HeLa-Zellen nach Inkubation mit carboxyteminalen 33L2-Peptiden
Legende siehe folgende Seite
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Legende zur Abbildung 3.3

Es sind Durchlichtaufnahmen von HelLa-Zellen damgistdie fir 5 h mit den genannten 33L2-Peptiden b
37°C inkubiert wurden (primare VergréRerung: x 10Dje Peptide wurden mit einer Konzentration von
100 pg/ml in Hank's Balanced Salt Solution (HBSH,7%2) auf die Zellen gegeben. Als Kontrolle wurden

Zellen fotografiert, die mit reiner HBSS-L6sung seten waren.

Im Vergleich zur Kontrolle, welche die HelLa-Zellen in ihrand gestreckten, naturlichen
Form zeigt, fihrte die Inkubation mit den carboxyterminalerPeptiden 33L2-445/458 und
33L2-445/467 zu einer Veranderung der Zellmorphologie (Abb. 3.3). Die nZalren
abgerundet, wirkten dehydriert und nekrotisch. Gleiches konnte aah Inkubation der
Zellen mit der Peptid-Mutante 33L2-DD447 beobachtet werden. ImrSagedazu hatten
die Mutanten 33L2-DD452 und 33L2-DD459, wie auch die Kontrollpegtdsht gezeigt
keinen Einfluss auf das Erscheinungsbild der HeLa-Zellen.

Zusatzlich wurde mit Hilfe eines 33L2-445/467 spezifischen Antiserdien Lokalisation der
Peptide an und in den HelLa-Zellen analysiert (Abb. 3.4). 5 h nactbdtikn mit 33L2-
445/467 konnte eine Kolokalisation des Peptids mit der Cytoplasma- uadeihilaren
Membranen wie der Kernmembran beobachtet werden. Weiter wiasi®eptid zusammen

mit dem Proteoglykan Syndecan-1 im Zellkern detektiert.

o-Syndecan-1 o-33L2-445/467

o

& »
o |
"'. -\-_
% 7 -

33L2-445/467

Abb. 3.4: HeLa-Zellen nach Inkubation mit 33L2-445467

Legende siehe folgende Seite



3 Ergebnisse 40

Legende zur Abbildung 3.4

Es sind Praparate von Hela-Zellen dargestellt, dimit 33L2-445/467 inkubiert wurden
(primére VergroRRerung: x 100). Als Kontrolle diemt@iederum Zellen, die mit reiner HBSS-Ldsung (pR2)7
versehen waren. Die Zellen wurden fixiert und n8L.3-445/467- und Syndecan-1-spezifischen Antikdnper
versetzt, welche von einem Cy3-gekoppelten Kaninchgzw. Cy2-gekoppelten Mausantikérper erkannt
wurden. Zusétzlich wurde eine Kernfarbung durchigef{2.2.3.5), die in der ,merge“-Abbildung zu salist.

A: HelLa-Zellen, die ohne Peptide bei pH 7,2 und 3ftiG h inkubiert wurderB: HelLa-Zellen, die fur 5 h bei
37°C mit 33L2-445/467 (100 pg/ml in HBSS, pH 7 2ubiert wurden

3.1.2 Einfluss der Peptide auf den ATP-Gehalt eukaryotiser Zellen

Im Weiteren wurde der cytotoxische Effekt der carboxyterminalé@Peptide auf
eukaryotische Zellen genauer untersucht. Eine Methode ist dgsuvg des intrazelluléaren
ATP-Gehalts nach Inkubation mit den Peptiden. HelLa-Zellen wurden Reptiden
ansteigender Konzentrationen in saurer oder neutraler LOsung inkubiert naciu
unterschiedlichen Zeitpunkten fur einen ,ATP Bioluminescence Asgeifjariert (2.2.7.1).

Die folgenden Ergebnisse wurden aus Werten von 3 unabhangigetnieqten gemittelt.

{00 Z.B. 33L1-485/454
r .\ pH 6.0
an
33!.2 445/457

dh\r'arﬁ- I'-IH Tod FIL2-445/458

T OpHEE s \ PHEU|

40 T ;
2 dhvars
- pHED .
331.2-445@&?\%_
" pHED e o

1] 0 101) 150 i 250

il

% ATP

Peptidkonzentration [ug/ml]

Abb. 3.5: Zellularer ATP-Gehalt nach Inkubation mit 33L2-Peptiden

Es ist der zelluldare ATP-Gehalt (% ATP) in Abhangg von der Peptidkonzentration (pg/ml) nach 15 h
Inkubation bei 37°C dargestellt. Die genannten ifleptvurden entweder in saurer oder in neutralerubgs
angesetzt (2.2.7.1). Exemplarisch fur die Kontegijde ist das Peptid 33L1-485/499 gezeigt. Dier hie

verwendeten Peptidpraparationen hatten einen Resghed vor>70%.
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Die Inkubation von HelLa-Zellen mit 33L2-445/467 bei pH 7,2 reduzierte repstaz den
zellularen ATP-Gehalt mit einer letalen Konzentration4f)®@on etwa 170 pg/ml (Abb. 3.5).
Dieser Effekt konnte drastisch verstarkt werden, wenn die Inkubder Peptide bei pH 6,0
durchgefuhrt wurde (L§ = 40 pg/ml). Kontrollpeptide wie z.B. 33L1-485/499 fuhrten auch
bei pH 6,0 nicht zu einer signifikanten Reduktion des ATP-GehBls. dhvar5-Analog
33L2-445/458 zeigte in diesem Test ebenfalls keinen cytotoxisch&ktEiganz im
Gegensatz zu dhvar5. Die Aktivitat von 33L2-445/467 hingegen konnte durch die
Verwendung von Peptidpraparationen mit einem Reinheitsgrad>96% auf einen L&
Wert von 8 pg/ml weiter verstarkt werden (Abb. 3.6).

Die Untersuchung von mutanten Peptiden fuhrte zu folgendem Ergebnis3Apbwahrend
der Austausch von zwei hydrophoben Aminosauren in der N-terminalen Rgggen
Aspartat (33L2-DD447) die Aktivitat von 33L2-445/467 verstéarkte, walideReduktion des
zellularen ATP-Gehalts durch den Aminoséureaustausch in dem basBetesch wie auch

in der C-terminalen Region (33L2-DD452 und 33L2-DD459) vollig aufgehoben.

33L2-DD452
33L2-DD459

100 H | Hu
80
\ \33 L2-445/467
60

(W
[
<L \
5@ 40
\33L2—DD447
20
) M
0.1 1 10 100

Peptidkonzentration [lg/ml]

Abb. 3.6: Zellularer ATP-Gehalt nach Inkubation mit mutanten 33L2-Peptiden
Es ist der zellulare ATP-Gehalt (% ATP) in Abhargiy von der Peptidkonzentration (pg/ml) nach 15 h
Inkubation bei 37°C und pH 7,2 dargestellt. Die rhieerwendeten Peptidpraparationen hatten einen

Reinheitsgrad vor95%.
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3.1.3 Permeabilitdt von Zellen fur Propidiumjodid nach Pepidinkubation

Schlielich sollte analysiert werden, ob eukaryotische Zellgoh den Einfluss von Peptiden
auf die Cytoplasmamembran fir hydrophile Substanzen permeabelnw&deu wurden
HeLa-Zellen mit Peptiden ansteigender Konzentrationen fur 5 higkuind anschlieRend
einer FACS-Analyse unterzogen (2.2.7.3). Auf diese Weise konntelnflexx einer
hydrophilen Substanz wie Propidiumjodid (PI) in die Zellen gemessemewerDie
Abbildung 3.7 zeigt, dass, im Vergleich zur Kontrolle, ein gror&t der Zellen, die mit
100 pg/ml 33L2-445/467 inkubiert wurden, fur Propidiumjodid permeabel isseDigffekt
wurde mit sinkender Peptidkonzentration schwacher. Bei 10 pg/nenwar noch weniger
als 40% der Zellen fur Propidiumjodid durchléssig (s.a. Tab. 3itg Eeptidkonzentration
von 1 pug/ml hatte schlieBlich keinen Einfluss mehr auf die eabititdit der Hela-

Zellen.

BTN i LIS

Kontrolle “ 5 33L2-445/467|
i 100 pg/mli

2 T 2 YT T.I0T
- 33L2-445/467 ; 33L2-445/467
i 10 pg/ml 1 pg/mi

Abb. 3.7: Aufnahme von Propidiumjodid in HeLa-Zellen nach Inkubation mit 33L2-Peptiden

Es ist die FACS-Analyse von HelLa-Zellen nach 5 kubation mit genannten Konzentrationen von 33L2-
445/467 bei 37°C und pH 7,2 dargestellt. Kurz ver Messung wurden 0,5 pg/ml Propidiumjodid zugegebe
Die verwendeten Peptidpraparationen hatten einénhBiésgrad vor>95%. Als Kontrolle wurden Zellen mit
HBSS (pH 7,2) ohne Peptide inkubiert.
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In Tabelle 3.1 sind noch einmal die Ergebnisse der FACS-Analysammmengefasst. Die
Ergebnisse wurden aus Werten von 3 unabhéngigen Experimenten geimit@#gensatz zu
33L2-445/467 konnte das kurzere 33L2-445/458, genau wie die Kontrollpeptide, auch bei
einer Konzentration von 100 pg/ml keine Aufnahme von Propidiumjodid in HellarZ
induzieren. Die Substitution von Aminosauren an Position 452 und 453 oder and880,
nicht aber an Position 447 und 448, reduzierte den Effekt des carboxyiemL2-Peptids
auf die Cytoplasmamembran. Bei einer Peptidkonzentration von 160 pgar nach
Inkubation mit 33L2-DD452 oder 33L2-DD459 noch ein grof3er Teil der Zellengadyel flir
Propidiumjodid, wahrend bei einer Konzentration von 10 pg/ml bekeits Effekt mehr
gemessen wurde.

Um eine Autofluoreszenz der untersuchten Peptide auszuschlieBetenwentsprechende
Kontrollen ohne Zugabe von Propidiumjodid durchgefuhrt (nicht gezeigtkokste keine

Autofluoreszenz ermittelt werden.

Tab. 3.1 Permeabilitdt von HeLa-Zellen fir Pl nach Inkubaton mit 33L2-Peptiden

Peptid % Permeabilitat

100 pgimi 10 pgiml 1 pgimi

Kontrolle 6

33L2-445/467 92 37 3
33L2-445/458 7 3 3
33L2-1/14 3 3 4
33L2-1/20 4 5 4
33L2-DD447 84 40 3
33L2-DD452 70 6 4
33L2-DD459 53 12 3

33L1-485/498 7 & 6
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit einem anderen Test edzimt,,ToinightT'\’I

-Assay”,
bei dem nach Inkubation mit Peptiden das Austreten der Adenylas&in das umgebende

Medium gemessen wurde (s. 2.2.7.2, Daten nicht gezeigt)

3.2  Membranassoziation von GFRPeptid-Fusionen und L2-Proteinen

Die vorausgegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass das eartoalg Peptid
33L2-445/467 mit 23 Aminosauren cytotoxisch fur héhere eukaryotische Zdllémdesm es
nach externer Zugabe membrandestabilisierend wirkt. Das kidist@5-Analog 33L2-
445/458 hatte zwar einen Einfluss auf das Erscheinungsbild von Salegerkehnte jedoch
keinen cytotoxischen Effekt austiben. Fir die folgenden Analysen konnie@ghiedene
Konstrukte fur die GFPPeptid-Fusionen und L2-Deletionsmutanten sowie die
Wildtypproteine zurlickgegriffen werden, die bereits in der Aspeitppe vorlagen.

Zusatzlich wurden im Verlauf dieser Arbeit weitere Konseukeérgestellt.

3.2.1 Assoziation von GFB-Peptid-Fusionen an zellularen Membranen

Um nun die intrazellulare Aktivitat der L2-Peptide zu untersuclserd Fusionskonstrukte
mit dimerem GFP hergestellt worden. Hierzu wurde mitt€lR Rin monomeres GFP-Peptid-
Fragment amplifiziert und anhand der verwendeten Oligonukleotide  mit
Restriktionsschnittstellen versehen. Dieses Fragment wurde dérerKlonierungsvektor
pCR®2.1-TOPJ in den gleichermaBen mitEcoRl und BamHI geschnittenen
Expressionsvektor pEGFP-C1 kloniert. Die Konstrukte wurden Uber Elekttmpo(a.2.5.1)

in COS7-Zellen eingebracht und unter der Kontrolle des CMV-Prometqemiert. 24 h
nach Transfektion wurde zunachst die subzellulare Verteilung desrispsoteine analysiert.
Dazu wurden die Zellen direkt nach der Transfektion auf Deckglasesgesat, zum
genannten Zeitpunkt fixiert und die GFP-Fluoreszenz mit Hilfeselfteoreszenzmikroskops
detektiert (2.2.3.5). Die Abbildung 3.8 zeigt, dass Kontrollem @GP oder GRP33L2-1/14
eher diffus in der Zelle und im Zellkern verteilt sind. Iregeénsatz dazu akkumulierte GFP
33L2-445/467 an zellularen Membranen wie der Cytoplasmamembran und dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Ahnliches konnte auch nach ExpressioGRR-
33L2-445/459 beobachtet werden.
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GFP.-33L2-445/467

Abb. 3.8: Expression von GFR-33L2-445/467 in COS7-Zellen
Die Abbildung zeigt COS7-Zellen 24 h nach Transtekimit pEGFB-33L2-445/467, pEGFP33L2-445/459,
pEGFR-33L2-1/14 und pEGFP-C1, fotografiert mit dem Zeigsxiovert 200 M-Mikroskop (primare

VergroRerung: x 100). Die weil3en Pfeile weiseneané Membranassoziation hin.

Im Verlauf dieser Expressionsanalysen wurde ebenfalls betmbacdass ein hoher
Prozentsatz der GEB3L2-445/467- und in diesem Fall auch GRBBL2-445/459-

exprimierenden Zellen abgestorben ist (Abb. 3.9). Dies wurde antiesmdnekrotischen
Erscheinungsbildes der Zellen festgelegt und dementsprechend &sgee toten Zellen

verloren ihre ursprungliche Form und zeigten eine Artefakt-ahnli@R®-Fluoreszenz,
welche Uber die gesamte Zelle hinweg akkumulierte. Die Kontralie GFP oder dimeres
GFP, welches an Kontrollpeptide fusioniert ist, fihrten nicht Alosterben der Zellen. Diese
Ergebnisse deuteten weiter darauf hin, dass die carboxyteemih&-Peptide, hier nach

intrazellularer Expression, einen membrandestabilisierendektBustiben konnen.
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Abb. 3.9: Mortalitat von COS7-Zellen nach Expressia der GFP,-Peptid-Fusionen
Es ist die Mortalitait von COS7-Zellen 24 h nach risfaktion mit verschiedenen GjfPeptid-Konstrukten
dargestellt. Von je 100 wurden die toten Zellengaashlt und die Ergebnisse aus zwei unabh&ngigen

Experimenten gemittelt.

Im Weiteren wurde nun eine mogliche Membranassoziation der,-Bétid-Fusionen
biochemisch analysiert. Die GEFPeptid-Fusionen wurden in COS7-Zellen exprimiert und
die Zellen anschlie3end fir eine Fraktionierung zellularer btamen prapariert (2.2.6.1).
Dazu wurden die Zellen aufgebrochen, die Membranen isoliert urektdfiir eine
Zentrifugation Uber einen Saccharose-Stufen-Gradienten verweraidt.dér Fraktionierung
wurden die Proteine mit einem GFP-spezifischen ,Westerrt Bialysiert.

Die Abbildung 3.10 zeigt eine derartige Fraktionierung von Membranen und den
entsprechenden ,Western Blot*. Als Kontrolle diente Calnexinn antegrales
Membranprotein des Endoplasmatischen Retikulums, das mit eimémexth-spezifischen
Antikorper nachgewiesen werden konnte. Dieses wurde in Fraktion 2, 4 uaturéden,
welche laut Protokoll Plasmamembranen und ER-Membranen, somwieinspezifisches

Membranpellet in Fraktion 6 enthalten.
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Abb. 3.10: Fraktionierung zellularer Membranen nach Expression der GFB-Peptid-Fusionen
Es sind die Fraktionierung zellularer Membranerh2#ach Transfektion mit den GFPeptid-Konstrukten und
die Calnexin- sowie die GFP-spezifischen ,Westelot‘BAnalysen dargestellt. Die Zahlen kennzeichrtbe

einzelnen Fraktionen.

Es wurden beide GRERHPeptid-Fusionen in Membranfraktionen gefunden, &F3R.2-
445/467 und GRP33L2-445/459 (Abb. 3.10). Wahrend GFB3L2-445/467 reproduzierbar
mit Cytoplasmamembranen und Membranen des Endoplasmatischen Retilagsoziiert
war (Abb. 3.10, Spur 4), variierte die Verteilung von &BBL2-445/459 von Experiment zu
Experiment. Dieses befand sich in einigen Experimenten auch Mid#&rMembranfraktion
Nr.1. GFP allein konnte hingegen nicht mit Membranen gereinigieme Das galt bei dieser
Untersuchung nicht immer fiir Kontrollpeptide, die an gfRioniert wurden. GFP33L2-
1/14 konnte manchmal als schwache Bande in Fraktion 6, dem ursgesxifi
Membranpellet, detektiert werden. Madglicherweise lassh sidies auf die Methodik
zurUckfihren und die Schwierigkeit, die Zellkerne vollstandig vonMiembranfraktion zu
trennen (s. 2.2.6.1). Auch aus diesem Grund wurde weiter untersbictite GFRPeptid-
Fusionen eher an Membranen assoziieren oder vielleicht sogaenmbidnen integrieren
kénnen. Nach Transfektion von COS7-Zellen mit den entsprechenden-Fépid-
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Konstrukten wurden zu diesem Zweck isolierte Membranen mit ein@rno@Gat-Puffer bei
pH 11,5 behandelt (2.2.6.2). Diese Methode erlaubt eine Untetsolgezwischen Membran-
assoziierten Proteinen, welche von den Membranen abgelost wertrsolchen, die als
integrale Proteine vorliegen. Die Abbildung 3.11 zeigt eine-§bd2ifische ,Western Blot"-
Analyse dieser Carbonat-Behandlung von isolierten Membranen.Kéfgrolle fir ein
integrales Membranprotein diente wieder Calnexin, welches nateCalnexin-spezifischen
Antikérper nachgewiesen und sowohl in der Kernfraktion als auch inpjeihelen integralen
Proteinen gefunden wurde.

Die carboxyterminalen 33L2-Peptide induzierten eine Insertion desatin®&-P in zellulare
Membranen. GFP33L2-445/467 und GFF33L2-445/459 konnten beide als integrale
Membranproteine detektiert werden (Abb. 3.11, Spur 3). Sie wundigitztich aber auch in
der Kernfraktion und im Cytosol, sowie ein kleiner Teil von GBBL2-445/467 als
Membran-assoziiert lokalisiert (Abb. 3.11, Spur 4). Kontrollen @ieP allein oder GEP

33L2-1/14 waren nicht Membran-assoziiert.

1 2 3 4

Calnexin .
- ;

GFP,-33L2-445/459 ' - -

GFP2-33L2-445!46?. - " -
GFP,-33L2-1/14 5 . 1

—

GFP | ™=

Abb. 3.11: Carbonat-Behandlung isolierterMembranen nach Expression der GFRPeptid-Fusionen

Es sind die Calnexin- sowie GFP-spezifischen ,\Wastlot“-Analysen der Carbonat-Behandlung isolierte
Membranen 24 h nach Transfektion mit den GPBptid-Konstrukten dargestellt: Kernfraktion, 2: Cytosol,

3: integrale Membranproteinég; assoziierte Membranproteine
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3.2.2 Assoziation von L2-Proteinen an zellularen Membranen

Es wurde gezeigt, dass die carboxyterminalen 33L2-Peptide egwziAson von dimerem
GFP an bzw. eine Insertion in zellulare Membranen induzieren kdnriesesDErgebnis
unterstreicht die Beobachtungen, die mit synthetischen Peptigeache wurden. Um nun
auszuschliel3en, dass es sich bei diesen Ergebnissen aufgruretwiending von Peptiden
um Artefakte handelt, wurde im Weiteren die Membranassoziatmm wt 33L2 und
verschiedenen L2-Mutanten analysiert. Dazu wurden zunachst fir di@-F38teine
rekombinante Vacciniaviren hergestellt (2.2.5.3.1). HuZ&len wurden dann zur
Proteinexpression mit den entsprechenden rekombinanten Vacciniavigartir(®.2.5.3.3)
und anschliel3end fur eine Carbonat-Extraktion zellularer Membranpearieréd (2.2.6.2). Die
Abbildung 3.12 A zeigt eine 33L2- bzw. 33L1-spezifische ,Western BAatdlyse der
Carbonat-Behandlung von isolierten Membranen. Erneut diente Calalsxiontrolle und

wurde mit einem Calnexin-spezifischen Antikdrper nachgewiesen.

Calnexin

wt 33L2

2
=
- @ -

33L2-1/420
33L2-1/449

==
=
33L2-DD452 .

wt 33L1
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33L2-1/420*NLS
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33L2-31/456*NLS

33L2-12/420*NLS -

Abb 3.12: Carbonat-Behandlung isolierter Membranen nach Expression der 33L2-Proteine

Es sind die Calnexin- sowie 33L2- bzw. 33L1-spetifien ,Western Blot‘-Analysen der Carbonat-Behamgllu
isolierter Membranen nach Expression der 33L2-RretdargestelltA: Carbonat-Behandlung der Membranen
16 h nach Infektion von HuTKZellen mit den entsprechenden Vacciniaviren fuB8it1 als weitere Kontrolle
und wt 33L2 sowie die Deletions- und Punktmutant®n,Carbonat-Behandlung der Membranen 24 h nach
Transfektion von HuTKZellen mit den entsprechenden Konstrukten fir @8L2*NLS-Proteine,

1: Kernfraktion,2: Cytosol,3: integrale Membranproteind; assoziierte Membranproteine

Wt 33L2 konnte als integrales Membranprotein detektiert werden @\@&R.A, Spur 3). Im
Gegensatz dazu wurden die C-terminalen Deletionsmutanten 33L2-1/4283LRdl/449
ausschlieBlich in der Kernfraktion gefunden (Abb. 3.12 A, Spur 1spEethend den Peptid-
Mutanten wurde ein rekombinantes Vacciniavirus fur die 33L2-Punktneutamit
Aminosauresubstitutionen an Position 452 und 453 (33L2-DD452) konstruiert. 33432D
konnte zwar als integrales Membranprotein detektiert werderRrdteinmenge jedoch war
im Verhaltnis zu wt 33L2 stark reduziert (vgl. Abb. 3.12 A, SpunV8}.33L1 konnte als
zusatzliche Kontrolle nicht in Membranfraktionen gefunden esrd
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Da es sich bei allen dargestellten 33L2-Proteinen um solche lhatiéedirekt nach der
Translation aufgrund ihres Kernlokalisationssignals in den Zellkemmsportiert werden,
sollten als weitere Kontrollen fir die Membranassoziation Kongrdikt 33L2-Proteine
hergestellt werden, die einen eingeschrankten Kerntransporinzdige Ziel war es, den
Proteinen durch den Verbleib im Cytoplasma mehr Kontakt zu zelluMenbranen zu
ermoglichen. Das Kernlokalisationssignal wurde in friiheren Undkusigen auf die Bereiche
zwischen den Aminosauren 295-310 und 450-455 kartiert (Beatkal., 2003). Um den
Kerntransport zu unterbinden, wurden die basischen Aminosauren von 33L2tam P85,
296, 300 und 303 folgender Konstrukte im pTM1-Vektor gegen Alanin ausgetap$tit:
wt33L2, pTM-33L2-1/420, pTM-33L2-12/420 und pTM-33L2-31/456. Mit Hilfe der
gerichteten Mutagenese durch Uberhangverlangerung (2.2.2.11) wurdémndteukte pTM-
wt33L2*NLS, pTM-33L2-1/420*NLS, pTM-33L2-12/420*NLS und pTM-33L2-
31/456*NLS hergestellt. Die Konstrukte wurden Uber Lipofektion (2.2i5.2uTK'-Zellen
eingebracht und exprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellerdi€ bereits
beschriebene Carbonat-Behandlung préapariert.

Die Abbildung 3.12 B zeigt eine 33L2-spezifische ,Western Blot“Ipsm dieser Carbonat-
Behandlung von isolierten Membranen. 33L2-12/420*NLS wurde nicht mehrem d
Kernfraktion gefunden (Abb. 3.12 B, Spur 1), im Gegensatz zu wt 33L2*N33 2-
1/420*NLS und 33L2-31/456*NLS. Dieses wurde auch durch Immunfluoreszenzaignahm
bestétigt (Daten nicht gezeigt). Durch die Mutagenese deg B&rnlokalisationssignals
zwischen den Aminosauren 295-310 konnte somit nur der Kerntransport der amiimaien
und carboxyterminalen Deletionsmutante 33L2-12/420*NLS unterbunden werden. Diese
Mutante wurde nach der Carbonat-Behandlung isolierter MembransohéeBlich in der
Cytosol-Fraktion detektiert (Abb 3.12 B, Spur 2), es lag also keiemianassoziation vor.
Auch die beiden anderen Deletionsmutanten 33L2-1/420*NLS und 33L2-31/456*NLS
konnten im Gegensatz zu wt 33L2*NLS nicht mit Membranen gereinigtieme (Abb.
3.12 B), was aber den in Abbildung 3.12 A gezeigten Ergebmessspricht.
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3.3 Einfluss der L2-vermittelten Membranaktivitat auf die Pseudoinfektion

Die Untersuchungen mit den 33L2-Peptiden und den,@&eptid-Fusionen haben deutlich
gemacht, dass der Carboxyterminus von 33L2 eine membrandestedili® Aktivitat
aufweist. Diese Ergebnisse sind durch die Membranassoziationwv@3L2 bestatigt
worden. Es sollte nun die Bedeutung dieser membrandestabilisieréidieitat fir die
Infektion von Zellen mit Pseudovirionen analysiert werden. Dazwevur.a. das in der
Arbeitsgruppe bereits etablierte System genutzt, um Pseuwtwiiri herzustellen, die
entweder aus wt L1 allein, aus wt L1 und wt L2, oder aus wt L1 urdntem L2 aufgebaut
sind. Die Infektiositat dieser Pseudovirionen ist, ganz im Geaje zur Verpackung von
DNA, stark abhangig von der Anwesenheit des L2-Proteins @lnetlal., 1997).

3.3.1 Herstellung von Pseudovirionen mit mutanten 33L2-Protean

Zur in vivo Herstellung von Pseudovirionen (2.2.5.4.1 oder alternativ 2.2)5wiurden
zunéchst Zellen mit einem ,Markerplasmid® transfiziert undchhs3end mit den fir die
Kapsidproteine von HPV33 rekombinanten Vacciniaviren infiziert. Nagaghmenlagerung
der Kapside und Verpackung der Plasmid-DNA wurden die Pseudovirionen raZelten
prapariert und Uber einen kontinuierlichen CsCI- oder alternativ @bwn OptiPrep-
Gradienten gereinigt. Die einzelnen Fraktionen wurden dann hingichtic Expression der
Kapsidproteine im ,Western Blot* analysiert.

Die Abbildung 3.13 zeigt die Analyse der Fraktionen eines CsCl-Gradienbn
Pseudovirionen-Praparationen bestehend aus wt 33L1 und wt 33L2, aus wt 33R3Land
1/449 oder aus wt 33L1 und 33L2-DD452. In allen drei Praparationen wurde sdashl
33L1-Protein (Abb. 3.13, jeweils untere Reihe der Proteinbandemuah das 33L2-Protein
bzw. die jeweilige L2-Mutante detektiert (Abb. 3.13, jeweitere Reihe der Proteinbanden).
Die Pseudovirionen sammelten sich Uberwiegend in den mittlereridAekt welche einen
Dichtebereich zwischen 1,3630 und 1,3665 aufweisen.
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Fraktion

wt 33L2 -
wt 33L1 -

33L2-1/449 — W=
wt 33L1 - -

33L2-DD452 -

Abb. 3.13: CsCl-Gradienten verschiedener Pseudovoinen-Praparationen

Es ist die 33L1- und 33L2-spezifische ,Western Blhalyse von CsCl-Gradienten folgender Pseudowgio-
Praparationen dargestellt: wt L1/wt L2, wt L1/L2440 und wt L1/L2-DD452. Die Fraktionen 3-11 stehen
stellvertretend fir insgesamt 12 Fraktionen aueminCsCl-Gradienten, Uber welchen die Pseudovirionen
gereinigt wurden. Es wurden 5-10 ul der Fraktiorié¢n die Auftrennung Uber ein SDS-Polyacrylamidgel

eingesetzt.

3.3.2 Einbau des mutanten 33L2 und DNA-Verpackung in die Rsidovirionen

Um zu klaren, ob die Virusmorphogenese durch das Einfihren von Mutationes 33ld
Protein eventuell beeintrachtigt wurde, musste der Einbau desteut83L2 sowie die
Verpackung des ,Markerplasmids® analysiert werden. Der Einlgsundutanten L2 in die
Pseudovirionen wurde Uber eine Kosedimentation mit L1 in einem |lme8aecharose-
Gradienten bestimmt (2.2.5.4.3). Der L2-Einbau wurde weder durcleadimxyterminale
Deletion (33L2-1/449), noch durch die Punktmutagenese (33L2-DD452) behindert
(Abb. 3.14). Die L2-Mutanten 33L2-1/449 und 33L2-DD452 wurden in gleichen Fraktione

detektiert, in denen auch das wt 33L1-Protein gefunden wurde.
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Abb. 3.14: Analytische Saccharose-Gradienten versigdener Pseudovirionen-Praparationen

Es sind der 33L1- und die 33L2-spezifischen ,WestBlots* einer Kosedimentations-Analyse folgender
Pseudovirionen-Praparationen dargestellt: wt L1149 und wt L1/L2-DD452. Die Proteine der einzelne
Gradient-Fraktionen wurden geféllt und vollstandig die Auftrennung Uber ein SDS-Polyacrylamidgel
eingesetzt.

Die im Weiteren beschriebene Infektidsitdt von Pseudovirionen miiamten L2-Proteinen
im Vergleich zum Wildtyp (s. 3.3.3) wurde je Experiment awd Menge der verpackten
Plasmid-DNA normiert. Auf diese Weise konnten eventuelle Abwemurbei der DNA-

Verpackung von Pseudovirionen mit mutanten L2-Proteinen relatwerden. Grundsatzlich
sollte jedoch zunachst untersucht werden, ob im Hinblick auf diegenten Pseudovirionen
generell eine Verpackung des ,Markerplasmids” gewahrlestteDazu wurde die DNA aus
100 pl der jeweiligen Pseudovirionen-Praparation isoliert (2.21hd) zur Transformation
von E.coli-Zellen eingesetzt. AnschlieRend wurde durch das Auszéhlen declymman

Klone die relative Menge der verpackten DNA bestimmt. Dibella 3.2 stellt beispielhaft
die Ergebnisse einer Analyse der DNA-Verpackung dar, welche Experiment zu

Experiment leicht variieren konnten.
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Tab. 3.2 Anzahl der Bakterienklone nach Transformation mit,verpackter® DNA
Pseudovirionen-Praparation (100 pl) Anzahl deiE.coli-Klone (ein Beispiel)
wt 33L1/wt 33L2 35

wt 33L1/33L2-1/449 50

wt 33L1/33L2-DD452 32

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation untersuchten L2asien, die
carboxyterminale Deletionsmutante 33L2-1/449 wie auch die PunktmutanteDEMZ2,

ermdglichten beide eine Verpackung des ,Markerplasmids”. Es korimtdiesem Beispiel
50 bzw. 32 Bakterienklone im Vergleich zu 35 Klonen fur die WildtygpBration ermittelt
werden. Diese Werte wurden spater im jeweiligen Experimemt Bestimmung der
Infektiositat der Pseudovirionen mit mutanten L2-Proteinen imggmh zum Wildtyp

berticksichtigt. Das bedeutet, dass z.B. die fir die wt 33k1/429-Pseudovirionen
ermittelte Infektiositat mit dem Faktor 35/50 multipliziert bzeduziert wurde, um die DNA-
Verpackung der Wildtyp-Praparation anzupassen.

3.3.3 Infektidsitat von Pseudovirionen mit mutanten L2-Proteien

Die folgenden Untersuchungen bzw. die daraus resultierenden BEgebsind z.T. in

Zusammenarbeit mit anderen Mitgliedern der Arbeitsgrupgeleworden.

Um die Infektidsitat von Pseudovirionen mit mutanten L2-Proteinenrtersuchen, wurde
ein Infektions-,Assay” durchgefuhrt (2.2.5.4.4). Dazu wurden 5-10 pl jeeveiligen
Pseudovirionen-Fraktion auf Zellen gegeben und fir 72 h inkubiert. Aufgruncegesckten
~Markerplasmids”“ pEGFRNLS konnten anschliel3end infizierte Zellen wegen ihrer griinen
Kernfluoreszenz ausgezahlt werden und, wie bereits beschrigh8r8.2), die infektiosen
Einheiten im Vergleich zum Wildtyp auf die relative Menge derpackten DNA normiert
werden. Die Virusmorphogenese aller im Folgenden untersuchten urgkstditen
Pseudovirus-Mutanten war weder beziglich der DNA-Verpackung noch demh2us in

die Pseudovirionen beeintrachtigt.
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Abb. 3.15: Infektidsitat von HPV33 Pseudovirionen rit mutanten L2-Proteinen

Die Abbildung stellt die Infektidsitat in % von HB@ Pseudovirionen, welche aus den genannten
Kapsidproteinen bestehen, im Vergleich zu Wildtyge&dovirionen (wt L1/wt L2) dar. Die infizierten [Emn
(COS7) wurden hinsichtlich der grinen Kernfluoreszgjuantifiziert und die Werte auf die relative Men

verpackter Plasmid-DNA normiert. Die dargestellEngebnisse wurden aus Werten unabhéangiger Expetémen
gemittelt.

Wenn man die Infektiositat von HPV33 Pseudovirionen, die aus wt 38t bestehen, mit
der von Wildtyp-Pseudovirionen (wt 33L1/wt 33L2) vergleicht, wird Softie Bedeutung
des L2-Proteins fur die Infektion von COS7-Zellen deutlich (Abb. 3.15)/L2-

Pseudovirionen sind fast 50 x infektibser als diejenigen, denen 2i&sokein fehlt. Die
Deletion des C-terminalen Membran-aktiven Peptids im minkegsidprotein, 33L2-1/420
und 33L2-1/449, fuhrte zu einer starken Reduktion der Infektiositat. diecBubstitution der
Arginine an Position 452 und 453 zu Aspartat zeigte diesen Effekt {BBl452). Diese

Ergebnisse bestatigten, dass das carboxyterminale 33L2-Pemtidiedssir eine effiziente
Infektion ist.
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Abb. 3.16 Infektitsitéat von HPV16 Pseudovirionen mit mutantenL2-Proteinen

Die Abbildung stellt die Infektisitat in % von HR® Pseudovirionen, welche aus den genannten
Kapsidproteinen bestehen, im Vergleich zu Wildtywe®lovirionen (wt L1/wt L2) dar. Die infizierten [Emn
(293TT) wurden hinsichtlich der grinen Kernfluorsz quantifiziert und die Werte auf die relative ride

verpackter Plasmid-DNA normiert. Die dargestellEngebnisse wurden aus Werten unabhéangiger Expetémen
gemittelt.

Schliel3lich sollte geklart werden, ob das membrandestabitisiere2-Peptid auch fir eine
Infektion durch andere Papillomvirus-Typen von Bedeutung ist. Dazu wuri®vl6
Pseudovirionen generiert (nach Butlal., 2004), die neben dem Wildtyp entweder aus
wt 16L1 allein, aus wt 16L1 und der C-terminalen Deletionsmuta6te®-1/454, oder aus
wt 16L1 und der C-terminalen Punktmutante 16L2-EE458 bestehen. Fir denolmgekti
»Assay" mit diesen Pseudovirionen wurden 293TT-Zellen verwe(scet2.2.5.4.4).

Auch die Infektitsitadt von HPV16 Pseudovirionen mit mutanten L2-Rreteiwar
weitgehend auf das Niveau von denjenigen reduziert, die aus wtalkih bestehen
(Abb. 3.16). Das spricht dafur, dass die membrandestabilisierektigtdt des L2-Proteins
der Papillomviren bei den unterschiedlichen Virustypen konserster
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4 Diskussion

Die Fortschritte in derin vitro Kultivierung und die Verwendung von VLP und
Pseudovirionen, welche mit Hilfe heterologer Expressionssystergedtellt werden kénnen,
haben viele Informationen Uber den Lebenszyklus von Papillomviren btbigs konnte
inzwischen erstmals der gesamte Lebenszyklus von HPUBtiro nachgestellt werden,
indem mittels aufwandiger Systeme undifferenzierte Kerayteoc auf Kollagenschichten
aufgebracht wurden (Meyerat al., 1992). Die Zellen differenzieren sich wie in der
natlrlichen Epithelschicht hier an der Grenze zwischen Luft ungigkest. Der Einsatz von
VLP und DNA-enthaltenden Pseudovirionen hat zudem die Kenntnis bezigher Stadien
der Papillomvirusinfektion deutlich verbessert (Selinka und Sapp, 20@3)och bleiben
viele Fragen unbeantwortet. Weitgehend unklar ist u. a., auf evedeh und Weise die
Virionen nach Aufnahme in die Wirtszellen durch Endocytose die IManbarriere
Uberwinden, um den Zellkern zu erreichen. Auch die Freisetzungrdtsmv/Nukleinsdure aus
dem Kapsid (,uncoating“) und der intracytoplasmatische Transpornistoeih unvollstandig
geklarter Prozess. Schlie3lich muss langfristig der Bewsisacht werden, dass sich die
Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten auf natirliche Prozisse Papillomvirusinfektion
Ubertragen lassen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das minore Kapgdpt@ von HPV33 eine
membrandestabilisierende Aktivitat besitzt, welche essefiir eine effiziente Infektion ist,
und die bei Papillomviren konserviert ist. Diese AktivitatimisEorm einer Peptidsequenz von

23 Aminosauren am Carboxyterminus von L2 lokalisiert.

4.1  Das carboxyterminale L2-Peptid von HPV33

Die Suche nach membrandestabilisierenden Aktivitaiten der idfapgeine von
Papillomviren fuhrte zu der Erkenntnis, dass die zu dem synthetisdinesr5-Peptid
analogen Sequenzen des minoren L2 eine mikrobizide und fungizide Wirkung(babeh.3
und Kapitel 3). Fur die Untersuchungen der vorliegenden Dissertatiate veusatzlich zu
dem dhvar5-Analog 33L2-445/458 das auf 23 Aminosauren verlangerte Peptid 83UB7
eingesetzt, da der ,downstream“-Bereich eine grol3e Hydrophdlznit@eist. Die potentielle
Bedeutung dieses L2-Peptids fiir das Uberwinden der MembranbaieEtablierung einer

produktiven viralen Infektion ist analysiert worden, indem in Séglen die
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membrandestabilisierende Aktivitdt von Peptiden, die Membranas®on von GFRPeptid-
Fusionen und L2-Proteinen, und der Effekt von Mutationen innerhalb dieptidsPauf die

Infektidsitat von Pseudovirionen untersucht wurde.

4.1.1 Der Effekt von synthetischen Peptiden auf eukaryotibe Zellen

Mit Hilfe unterschiedlicher Methoden wurde zunéchst der Effektcdelsoxyterminalen L2-
Peptids von HPV33 auf hdhere, eukaryotische Zellen untersucht (sE@d)inkubation mit
den synthetischen Peptiden 33L2-445/458, 33L2-445/467 und der Peptidmutante 33L2-
DD447 fihrte zu sichtbaren, morphologischen Veréanderungen von Helem48I.1). Im
Gegensatz dazu hatten die Peptidmutanten 33L2-DD452 und 33L2-DD4%s% K&imfluss
auf die Zellmorphologie. Die Farbung mit einem spezifischens@rim und sekundéren,
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern verdeutlichte die Lokalisation vor23B15/467 an und
in den HelLa-Zellen (vgl. Abb. 3.4). 33L2-445/467 wurde an der Cytoplasmanan und
intrazellularen Membranen detektiert. In diesem Zusammenhah@uige dass das Peptid
zusammen mit dem Membranprotein Syndecan-1 im Zellkern lokahgier Dies konnte ein
Hinweis sein, dass die Inkubation mit dem carboxyterminalePé#id einen Einfluss auf
die Integritat der Cytoplasmamembran ausibt. Bei der Kernlokatisder Peptide und des
Syndecan-1 ist aber eventuell auch eine Artefaktbildung nicht aldzi&en. Richardt al.
(2003) haben im Zusammenhang mit den sehr kationischen ,cell-penepaptides (CPP)”
beschrieben, dass die Fixierung der mikroskopisch zu untersuchemdlen Zu einer
falschlichen Aufnahme und Verteilung dieser Peptide im Zellkéhnte. Jene assoziieren
dort stark mit der negativ geladenen, genomischen DNA. Digféekt wurde im Rahmen der
vorliegenden Dissertation jedoch nicht untersucht. Eine deraktige/se stiinde somit noch
aus.

Eine destabilisierende Wirkung des carboxyterminalen L2-Peptfddesimembranen konnte
dann allerdings im Folgenden mittels verschiedener CytotoxizA&tsays* nachgewiesen
werden, in denen die Fixierung von Zellen keine Rolle spieltest@ziiglich ist die Messung
des intrazellularen ATP-Gehalts nach Inkubation von Zellen mér gintentiell toxischen
Substanz eine etablierte Methode (Bhadtdi., 1990; Stassest al., 2003). Sie fuhrte zu dem
Ergebnis, dass das Peptid 33L2-445/467, wie auch dhvar5, einen cytwmoxistfekt auf
Saugerzellen hat, welcher durch die Erniedrigung des pH-Weotes 2 auf 6,0 verstarkt
werden konnte (3.1.2). Uberraschenderweise zeigte das kiirzeré-édimadog 33L.2-445/458
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keinen Einfluss auf die verwendeten HelLa-Zellen. Die Analyse mutanten Peptiden
bestatigte die Vermutung, dass der N-terminale, hydrophobe cBedss 33L2-Peptids
zusammen mit den basischen Aminosauren nicht ausreicht, um die M@nmbder Hela-
Zellen zu destabilisieren (vgl. Abb. 3.2). Vielmehr werden sowal¢ basischen
Aminosauren, als auch die C-terminalen, hydrophoben Aminosduren lbenBiiy
Aminosaureaustausch in der N-terminalen, hydrophoben Region gegetefspestarkte die
Aktivitat von 33L2-445/467, wahrend nur ein Austausch in dem basischen oder
carboxyterminalen, hydrophoben Bereich zur vélligen Aufhebung des cytdteridtffekts
fuhrte (33L2-DD452 und 33L2-DD459, s. Abb. 3.6). Gleiches ergab aecRAILS-Analyse
von Hela-Zellen, die zuvor mit den 33L2-Peptiden inkubiert wurdeniesder , Toxilight-
Assay” (3.1.3). Mit beiden Methoden kann man direkt den Einftiess Peptide auf die
Cytoplasmamembran untersuchen. Die Inkubation von 33L2-445/467 resuhieiher stark
erhéhten Permeabilitdt der Membran fur die hydrophile Substanz Promdidnbzw. im
Austreten der Adenylat-Kinase aus den Zellen. Auch hier fuhreefPeptidmutanten 33L2-
DD452 und 33L2-DD459 zu einer Reduktion der beschriebenen Wirkung.

Die charakteristische Struktur des carboxyterminalen L2-Peiidginem Bereich basischer
Aminosauren gefolgt von einem Bereich hydrophober Aminosauren unterschieitieton
der vieler anderer membrandestabilisierender Peptide. Dxskevmeist als amphipathisch
mit alternierenden hydrophoben und basischen Aminosauren beschrieben und fliltren nic
selten zur Bildung einer Membranpore, wie es beispielsweise vamlétéVNildmanet al.
(2003) fur das mikrobizide LL-37-Peptid postuliert wird. Zudem stednnsich auch vor,
dass die amphipathischen Peptide eine Destabilisierung von Addhaeen hervorrufen,
indem sie wie ein Detergenz wirken (Papo und Shai, 2003). Einen amnNedehanismus
kénnte auch das L2-Peptid austiben, wobei es sich aber zu diesem Zaitpuekte reine
Hypothese handelt, die durch neuere Untersuchungen zu der Interaétiodhvar5 mit
Liposomen gestitzt wird (Den Hertegal., 2004). Die positiven Ladungen des Bereiches der
basischen Aminosauren kénnten eine Bindung an die negativ geladenen Pkl
Membranen vermitteln. In einem zweiten Schritt wirdedaan zu einer Insertion des
hydrophoben Bereiches in die Membranen kommen, was eine Zerstérurigeddran
induzieren konnte.

Es fallt auch auf, dass die genannten Daten der Cytotoxizit&ssys“ mit dem L2-Peptid
aus vergleichsweise langen Inkubationszeiten resultieren.e Dieszbgerte cytotoxische
Wirkung konnte verschiedene Grinde haben. So ist beispielsweisekdibizide Spezifitat

von membrandestabilisierenden Peptiden mit hydrophoben und kationischem&e&acauf
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zurickzufiihren, dass Membranen von Mikroorganismen mehr negativdegela
Phospholipide aufweisen als Wirtszellmembranen. Letztereemiiden untersuchten Hela-
Zellen ahneln. Weiter wird vermutet, dass das L2-Peptidekbiembranporen verursacht,
durch welche die Zellen innerhalb von Minuten geschadigt werdenHBeoget al. (2004)
zeigten fUr das analog aufgebaute dhvar5-Peptid, dass die Merabsiokation wesentlich
mehr Zeit in Anspruch nimmt, als das Permeabilisieren deniian. Das spricht gegen eine
Porenbildung, da diese mit der Membrantranslokation der Peptide geakispgMatsuzaki,
1999). Zuletzt ist auch eine Beteiligung zusatzlicher, bisherkamomger Faktoren in und um

die Membran denkbar.

4.1.2 Die Fahigkeit des L2-Peptids zur Membranassoziation

Durch die Untersuchungen von GHPeptid-Fusionen konnte im Anschluss die intrazellulére
Aktivitat des carboxyterminalen L2-Peptids néher beschrieben we@2.1). Um eine
Diffusion der Fusionsproteine in den Zellkern zu vermeiden, wdade Peptid mit einem
GFP-Dimer gekoppelt. Es wurde gezeigt, dass beide L2-Peptidrens GFR-33L2-
445/459 und GFP33L2-445/467, an zellularen Membranen akkumulieren und zum
Absterben der Zellen fihren. Die biochemischen Analysen der rhéglic
Membranassoziation verdeutlichten dann die Fahigkeit des L2-Peetids,Insertion des
globularen GFP-Dimers in zellulare Membranen zu induzieren. raeh intrazellularer
Expression erhaltenen Daten verstarkten die Annahme, dassadhiexyterminalen L2-
Peptide, hier auch das Kirzere, eine membrandestabilisierdfidaing haben. Eine
Artefaktbildung konnte durch die Analyse der Membranassoziationselgten von
wt 33L2 und verschiedenen L2-Mutanten ausgeschlossen werden (3.2.2). 2MvGRie im
Gegensatz zu carboxyterminalen Deletionsmutanten als intelytatebranprotein gefunden.
Fur die Punktmutante 33L2-DD452 mit einem Aminosaureaustausch im HeasiBereich
gegen Aspartat konnte eine Reduktion der Fahigkeit zur Membramititegifestgestellt
werden, was mit den Ergebnissen auf Peptidebene Ubereinsthmeht.die Verwendung der
Kerntransportmutante 33L2-12/420*NLS als weitere Kontrolle untermauketéd=ahigkeit
von wt 33L2, in zellulare Membranen zu integrieren. In diesem Zungeaninang fiel auf, dass
dem N-Terminus des L2-Proteins von HPV33, zusétzlich zu den voreBeickl. (2003)
beschriebenen Bereichen, eine wichtige Bedeutung fur den &esptrt zukommt. Dies
wurde ebenfalls anhand der Kernlokalisation von &¥33.2-1/14 beobachtet (vgl. Abb. 3.8).
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4.1.3 Die Bedeutung des L2-Peptids fur die Pseudoinféda

Die Bedeutung des carboxyterminalen L2-Peptids fir den Infektiongsropa HPV wurde
durch die Analyse von Pseudovirionen beschrieben, die entweder alisagtin, aus wt L1
und wt L2, oder aus wt L1 und mutantem L2 aufgebaut sind (3.3). Wagderwahnt ist die
Infektiositat von HPV33 Pseudovirionen, ahnlich der von HPV16 Pseudoviricstark
abhangig von der Anwesenheit des L2-Proteins (Baigk., 2004; Unckellet al., 1997). Fur
alle untersuchten Pseudovirus-Mutanten konnte sowohl der Einbau des ntidPenteins,
als auch eine Verpackung von DNA nachgewiesen werden (3.3&)Vilismorphogenese
scheint demnach nicht beeintréachtigt zu sein.

Die Deletion des carboxyterminalen L2-Peptids oder der Aminosigiseesch in dessen
basischer Region gegen Aspartat fuhrte zu einer signifikanten Rexddletr Infektiositat von
HPV33 Pseudovirionen (3.3.3). Gleiches konnte auch bei der Analgse HPV16
Pseudovirionen festgestellt werden, was daftr spricht, dassudigion dieses Bereiches ein
konserviertes Charakteristikum unter Papillomviren darsteiisiizziglich wurde auch fir
bovine Papillomviren gezeigt, dass die Deletion der C-tedemndasischen Region des L2-
Proteins von BPV-1 eine effiziente Infektion unmdglich macht (Rati@l., 2001). Auch in
diesem Fall konnten sich die Pseudovirionen ungehindert zusammenlager®Nad

verpacken. Aus bislang ungeklarten Griinden waren sie jedochinfektios.

4.2 In L2 eingefuihrte Mutationen und ihre Bedeutung fir de Morphogenese und

Aufnahme der Viruspartikel

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Morphagdaee¥/iruspartikel
durch die in L2 eingefiihrten Mutationen nicht behindert wird (3.3.2)whightiger Aspekt ist
an dieser Stelle allerdings die von Florah al. (2004) beschriebene Interaktion des
Carboxyterminus von L2 mit dem zellularen Chaperon Hsc70. HscT€iteédas L2-Protein
wahrend der Virusmorphogenese durch die transiente Assoziation an demi@is zum
Zellkern, wo L2 dann in die Virionen eingebaut wird. Es selbstl ygdoch, anders als bei
VLPs, nicht in DNA-enthaltende Virionen eingebaut und kann somit die ichégl
endosomolytische Aktivitdt von L2 wahrend der Infektion nicht behind&ime Stérung der
Hsc70/L2-Interaktion im Fall einer carboxyterminalen Mutation @nkdnnte dennoch in

einer Konformationsdnderung des eingebauten Proteins resultieesnwide eventuell zu
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falsch gefalteten und in ihrer Funktion beeintrachtigten Vimiggedn fuhren. Aus diesem
Grund wurde in der Arbeitsgruppe um M. Sapp die Interaktion von Hsc70 und der
Punktmutante 33L2-DD452 né&her untersucht; anhand von Kosedimentationsanalysen mit
VLP. Es stellte sich heraus, dass es keinen Unterschiddrzimteraktion mit wt 33L2 gibt.

Der beobachtete Effekt der stark reduzierten Infektiositat vord3wt/33L2-DD452-
Pseudovirionen, wie auch von denjenigen mit L2-Deletionsmutastesomit nicht auf eine
fehlerhafte Morphogenese zuriickzufthren.

In Zusammenarbeit mit H.-C. Selinka konnte weiter herausgefunderden, dass die
beschriebenen Effekte der in L2 eingeflhrten Mutationen auf dektigéitat nicht im
Zusammenhang mit initialen Schritten wie der Partikeladsorptioit —aufnahme in die
Zielzellen stehen. Es wurden keine Unterschiede bei dernéligerung von HPV33
Pseudovirionen beobachtet, die aus wt L1 allein, aus wt L1 und wideZ, aus wt L1 und
mutantem L2 bestehen, was durch frihere Untersuchungen unterstvighhdan kann
(Selinkaet al., 2003). Auch Millert al. (1995) und Rodest al. (1994) postulierten bereits

fur andere HPV-Typen, dass dem L2-Protein keine entscheidende Bmllden ersten

Schritten einer Papillomvirusinfektion zukommt.

4.3  Die Rolle des minoren L2-Proteins bei der Endosomolyse

Es wurden in dieser Arbeit verschiedene Hinweise erbracht,ddsst2-Protein von HPV
eine bedeutende Rolle wahrend der Infektion ausibt. Ein carboxytermiegtisl mit 23
Aminosauren konnte als essentiell fur eine effiziente Pseudttimiebeschrieben werden.
Dieses Peptid ist nach externer Zugabe cytotoxisch fur Mikroangeem und Saugerzellen,
indem es Membranen depolarisiert und permeabilisiert. Es imtlzzidem die Integration
von dimerem GFP und wt 33L2 in Membranen, wenn es intrazellulamegpr wird. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um J. T. Schiller in W8A wurde nun genauer
untersucht, ob die Anwesenheit des L2-Proteins von Papillomvirenlefiir,uncoating®-
Prozess des Viruspartikels und den darauf folgenden Transport des Geh@ms in den
Zellkern notwendig ist. Dayt al. (2004) beschrieben die Kolokalisation von L2 und der
viralen DNA in den Kerndomé&nen ND10, analysierten jedoch in digssammenhang nicht
die Lokalisation der DNA in Abwesenheit von L2. Zu diesem Zweckdemrnun HPV16
Pseudovirionen mit BrdU-markierten Genomen generiert, deren DNAdawm detektiert

werden kann, wenn die Partikel bereits teilweise dissoziiedt(Bucket al., 2004; Dayet al.,
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2004). Nach Zugabe von L1-Pseudovirionen konnten in den Zellen BrdU-n@r&enome
detektiert werden. Das weist darauf hin, dass das mindrgiLden initialen ,uncoating®-
Prozess entbehrlich ist. Die unterschiedliche zellulare Viemgeivon markierten Genomen
aus Pseudovirionen, die nur aus L1 oder aus L1 und L2 bestehen, wér gediédig. Das
markierte Genom von L1-Pseudovirionen scheint in den zellulareikeegzuriickgehalten,
wahrend jenes aus L1/L2-Pseudovirionen vorwiegend im Zellkern zerfinst. Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass das L2-Protein den Austrittirdks) \Genoms aus den
Endosomen vermittelt. Wenn man nun die in der vorliegenden Arbeittifidierte
Peptidsequenz von L2 und die stark reduzierte Infektidsitat von Psgodew mit
Mutationen innerhalb dieser Sequenz bedenkt, konnte man schlussfdagsmieser Defekt
mit einer mangelhaften Endosomolyse zu erklaren ist. Aus digSamd wurde in der
Gruppe um J. T. Schiller weiter die zellulare Lokalisation VBRV- und HPV16-
Pseudovirionen mit C-terminalen L2-Deletions- und Punktmutanten uokgrsDiese
Analysen fiihrten zu dem Ergebnis, dass Pseudovirionen mit Mutailmn€nTerminus des
L2-Proteins nicht aus den Endosomen austreten. Doppelfarbungen niiampt2 zeigten
die Lokalisation des deletierten L2 in spdten Endosomen oder Lysosaasraber auch
bedeuten kann, dass Pseudovirionen mit mutiertem L2 in diesem Komgarti
akkumulieren, nachdem sie bei der Endosomolyse scheiterten.

Es ist bislang wenig tber die Art und Weise bekannt, wie nicht-utahiten die zellulare
Membranbarriere durchqueren, um eine produktive Infektion zu ethliBolioviren sind in
diesem Zusammenhang ausfuhrlich erforscht (Beséhah, 2000; Tosteson und Chow, 1997;
Tostesonet al., 2004). Die Interaktion mit dem zellularen Rezeptor PVR/CD155 iaduz
eine bestimmte, temperatur-sensitive Konformationsdnderung aesidproteine VP1 und
VP4. Hydrophobe Aminosauren werden dadurch frei zugénglich und inserierdie in
Wirtszellmembran. Es kommt zur Bildung einer Pore, durch wetmien und auch die virale
RNA ins Cytoplasma gelangen. Die Pore kdnnte bereits an der &sttaggmembran, oder
aber erst spater an der Endosomenmembran entstehen. Diese gitags noch zu
beantworten. Eine durch nicht-umhdlite Viren verursachte Porenbildung der
Endosomenmembran ist auch fir Reoviren beschrieben worden (Chasdahn 2002;
Tostesonet al., 1993). In diesem Fall werden durch proteolytische Dissoziation in den
Endosomen sogenannte ISVPs (,infectious subvirion particles”) gebilese aktivierten
Partikel induzieren dann die Bildung von Poren, durch welche tioggds Material ins

Cytoplasma gelangt.
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Adenoviren hingegen sind dafir bekannt, dass sie in der Zietielleyse der Endosomen
verursachen. Das Kapsidprotein ,penton base“ und die Virus-codigrséei@protease
scheinen dabei von grof3er Bedeutung zu sein (Getlabr, 1996; Settet al., 1984; Setlet
al., 1985). Neuere Untersuchungen legen allerdings nahe, dass deis Rfioan einer
Porenbildung bedingt durch ein amphipatisches Peptid beteiligt isth{wfi et al., 2005).
AuBerdem wird fur den Austritt der Adenoviren aus den Endosomen didameRezeptor
ovBs-Integrin bendtigt (Wangt al., 2000; Wickhanet al., 1994). Weitgehend unbekannt ist
jedoch der genaue Mechanismus der Endosomolyse.

Erstmalig wurde somit in der vorliegenden Arbeit eine membsialdisierende Sequenz
innerhalb eines Kapsidproteins von Papillomviren, kleinen DNA-dmriren, beschrieben,
welche fur den Austritt aus den Endosomen essentiell zu seintséie Abbildung 4.1 zeigt
schematisch unsere Vorstellung der Vorgénge innerhalb des Enddardee Ansduerung
der Endosomen ein entscheidender Schritt wahrend der Papillomviktisinfest und das
,uncoating” ebenfalls in den Endosomen stattfindet (Bawl., 2003; Dayet al., 2004;
Selinkaet al., 2002), kdnnte es an dieser Stelle zu einer Dissoziation deg&aps somit
zur Freilegung des L2-Carboxyterminus kommen. Dieser weist ilist&odigen Kapsid
wahrscheinlich nach innen (Day al., 2004; Liuet al., 1997). Der Carboxyterminus des
minoren L2-Proteins kdnnte dann mit der Membran interagieren und €isefzung der
viralen Nukleinsaure induzieren. Diese wird vermutlich zusamménlL2 entlang der

Mikrotubuli zum Zellkern transportiert.

Abb. 4.1: Ein hypothetisches Arbeitsmodell
Es ist die potentielle Rolle des minoren L2-Pradiir das Uberwinden der Endosomenmembran wéhrend d

Infektion dargestellt. Nahere Erlauterungen sindimt zu lesen.
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4.4  Perspektiven fur zukinftige Studien

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass das carbamgterin2-Peptid von
HPV33 eine membrandestabilisierende Aktivitdt aufweist, die das Etablieren einer
produktiven Infektion unentbehrlich ist. Diese Aktivitdt scheint unkRapillomviren
konserviert zu sein. Es sollte nun langfristig ein direktewdg erbracht werden, dass eben
diese Aminosauresequenz die erforderliche Lyse der Endosomen induksma. Man
konnte diese Sequenz beispielsweise an ein Protein koppeln, vonateweif?, dass es nach
endocytotischer Aufnahme in den Endosomen wiederverwertet und ausZedier
ausgeschleust wird, ohne ins Cytoplasma zu gelangen. WirdeascRusionsprotein im
Cytoplasma nachweisen lassen, hatte man die durch das Pepfidachte Endosomolyse
demonstriert. Ein Kandidat hierfur wére z.B. Transferrin.

Weiter sollte dann der Mechanismus der durch Papillomviren indezidthdosomolyse
genauer erforscht werden. Mit Hilfe von Liposomen oder kinstlichemiviEnen kdnnte
eventuell geklart werden, ob es sich wirklich um die Lyse deloBomen oder doch eher um
eine Porenbildung handelt. Ein wichtiger Aspekt ist auch die Umleusig zusatzlicher
Faktoren, die an dem Infektionsprozess bzw. dem Uberwinden der iabaloriere beteiligt
sein konnten. Hierbei konnte es sich vielleicht sogar um vee8eguenzen innerhalb des L2-
Proteins handeln. Rodeh al. (2001) haben fir bovine Papillomviren auch eine N-terminale
L2-Mutante beschrieben, die nicht mehr infektios ist. Im Fall vétVBB zeigte sich ein
aminoterminales L2-Peptid (33L2-1/14) nicht membrandestabilisieremd Pseudovirion

dieser Art wurde jedoch nicht generiert. Diese Analyse st&onhét noch aus.
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5 Zusammenfassung

Nicht-umhllte humane Papillomviren binden an Heparansulfatproteoglyk#®EG) der
Zelloberflache und werden durch Endocytose in Zielzellen aufgenomomerine effiziente
Infektion zu etablieren, muss die virale DNA in den Zellkermdpmrtiert werden. Auf
welche Art und Weise hierbei die Endosomenmembran Uberwunden wirthjsheng vollig
unklar. Die Suche nach potentiellen membrandestabilisierendgendtihaften der
Kapsidproteine L1 und L2 von HPV fuhrte im Vorfeld der vorliegenden dbiggon zur
Identifizierung eines carboxyterminalen Peptids des minoren L2iRsptwelches als sehr
mikrobizid und fungizid beschrieben werden konnte. Es ist gekennzeidoneh einen
Bereich basischer und einen Bereich hydrophober Aminoséuren. Dainla® L2-Protein
fur den Infektionsprozess von Papillomviren essentiell ist, wurd®ahmen dieser Arbeit
die Rolle des C-terminalen Peptids fir den Transport des infektik#sderials durch die
zellulare Membranbarriere genauer untersucht. Es konnte gewsigien, dass das
carboxyterminale L2-Peptid von HPV33 nach externer Zugabe eine@xigtdie Wirkung auf
hdhere eukaryotische Zellen hat. Es lokalisiert an zellulfembranen und induziert eine
pH-abhéangige Reduktion des ATP-Gehalts von Saugerzellen. Weitele nachgewiesen,
dass das Peptid die Cytoplasmamembran permeabilisieren und fie, klegdrophile
Substanzen wie Propidiumjodid durchlassig machen kann. Mutationehaftineles Peptids
verdeutlichten die Notwendigkeit beider Bereiche, basischer utieplyober Aminoséauren,
fur den membrandestabilisierenden Effekt. Im Folgenden wurde diegelitlare Aktivitat
des L2-Peptids mit Hilfe von GEfPeptid-Fusionen analysiert. Das Peptid ist in der Lage,
eine Integration des globularen GFP-Dimers in Membranen zuitt@m was bei einem
hohen Prozentsatz der exprimierenden Zellen zum Absterben fuhft. wdUg3L2 weist im
Gegensatz zu C-terminalen Deletions- und Punktmutanten die Fahigkeit
Membranassoziation auf. AbschlieBend wurde der Effekt von Mutatiomeerhalb dieses
L2-Peptids auf die Infektidsitat von L1/L2-Pseudovirionen beschriebém. Mutationen
haben keinen Einfluss auf den Einbau des L2-Proteins in die Pseudovirioneufudig
DNA-Verpackung. Die Virusmorphogenese ist somit nicht negativinbbé&ehtigt. Die
Infektiositat der HPV33- wie auch von HPV16-Pseudovirionen mit @itexl mutiertem L2-
Protein ist jedoch auf das Niveau von solchen reduziert, dieusutean majoren L1 bestehen
und geht gegen Null. Zusammenfassend kann man festhaltenadassndre Kapsidprotein
L2 von HPV am Carboxyterminus eine membrandestabilisierende Alktivésitzt, welche

unter Papillomviren konserviert und fir eine effektive Infekegsentiell ist.
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aa Aminosaure (,amino acid”)

A Ampere

A Purinbase Adenin

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

ATP Adenosintriphospat

bid. zweifach destilliert

bp Basenpaar

BPV Rinder-Papillomvirus (BPV, ,bovine papillomavirus”)
BrdU 5-Brom-2-Desoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin (BSA, ,bovine serum albumin®)
bzw. beziehungsweise

C Pyrimidinbase Cytosin

°C Grad Celsius

c zenti

CTP Cytosintriphosphat

Cy-2 Carbocyanin 2

d desoxy

Da Dalton (1D = 1,66 x 18tq)

DMEM ,Dulbecco’s modified Eagle Medium”

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (DNA, ,desoxyribonucleic acid®)
DNasel Desoxyribonuklease |

DTT 1,4-Dithiotreitol

E frih (,early”) exprimiertes Protein

ECL verstarkte Chemilumineszenz (,enhanced chemilumineste
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykol-bis-N,N"-tetraessigsaure

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (,epidermal growth factor”)
ELISA enzymgekoppelter Immuntest
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(ELISA, ,enzyme-linked immunosorbent assay*)

et al. und andere (,et alteri®)

FCS Fotales Kéalberserum (FCS, ,fetal calf serum*)

fw vorwarts (fw, ,forward®)

g Gramm

G Purinbase Guanin

GFP Grun-fluoreszierendes Protein (,green fluorescent protein®)
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HBS HEPES-gepufferte Salzlésung (,HEPES buffered saline®)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
HPV humanes Papillomvirus

H,O Wasser

19G Immunglobulin G

k kilo

kb Kilobasen

I Liter

L spat (,late”) exprimiertes Protein

LB Luria Bertani

M Molaritat

m Meter

M mikro (1 x 16)

m- milli (1 x 10%)

min Minute

MOl Infektionsmultiplizitat (MOI, ,multiplicity of infedion*)
MOPS Morpholinpropansulfonsaure

n nano (1 x 18)

NCR nichtkodierende Region (,non-coding region”)
ND10 ,huclear domain 10"

NLS Kernlokalisationssignal (,nuclear localization signal”)
NP40 Nonidet-40

N-Terminus Aminoterminales Ende von Proteinen

NTP Nukleosidtriphosphat

oD optische Dichte
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ORF
p
PAGE
PBS
PCR
PFU
pH
POX
RLU
rpm
rv

s
SDS
SVv40

Tab.
TAE
Taq
TBS
TCA
TEMED
Tris
TTP

Tween

u.a.
uv

vgl.
VLP
VP

[viv]

offener Leserahmen (ORF, ,open reading frame*)
piko (1 x 10

Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, ,phosphate-buffered yaline*
Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,polymerase chaatioa"”)
Plaguebildende Einheit (PFU, ,plague forming unit®)
negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Peroxidase

relative Lichteinheit (RLU, ,relative light unit®)
Umdrehungen pro Minute (,rounds per minute*)
rackwarts (rv, ,reverse)

Sekunde

Natriumdodecylsulfat (SDS, ,sodium dodecylsulfate)
Affenvirus 40 (SV40, ,simian virus 40%)
Pyrimidinbase Thymidin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA
Thermus aquaticus

trisgepufferte Salzlésung (TBS, ,tris-buffered saline®)
Trichloressigsaure

Tetramethylendiamin
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Thymidintriphosphat
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Einheit der Enzymaktivitat (U, ,unit®)

unter anderem

Ultraviolett
Volt

Volumen

vergleiche

virus-ahnliche Partikel (VLP, ,virus-like particle)
Virusprotein
Volumen/Volumen

Gewicht (w, ,weight*)
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wit Wildtyp

[wiv] Gewicht/Volumen

Xg Erdbeschleunigung = 9,80665 m’x s
X-Gal 5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-D-Galaktosid

z.B. zum Beispiel
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