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1 Einleitung

Papillomviren verursachen Warzen und Krebs. Es handelt sich um eine grof3e Familie
kleiner DNA-Viren, die neben den humanen auch viele andere tierspezifische Typen
beinhaltet. Spezifisch sind Papillomviren aul3erdem bezglich ihres Zielgewebes: sie
infizieren ausschlief3lich Epithelzellen von Haut und Schleimhaut. Durch winzige Lasi-
onen gelangen sie zu den basalen epithelialen Stammzellen, an denen die Primarin-
fektion stattfindet. Inren Namen verdanken die Papillomviren ihrer banalsten klinischen
Erscheinungsform, der gewdhnlichen papulésen Warze, die meist an Handen oder FU-
Ren auftritt. Deren infektiose Genese wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts durch
erfolgreiche Ubertragung auf gesunde Haut entdeckt. 1932 wurde erstmals ein Papil-
lomvirus aus einem Kaninchen isoliert und daran bereits die maligne Transformation
gutartiger Geschwiire durch Papillomviren beobachtet. Bis zur Entdeckung der huma-
nen Papillomviren (HPV) als Ursache verschiedener Karzinome des Menschen sollten
allerdings noch einige Jahre vergehen (1).

Harald zur Hausen, Mediziner und ab 1983 Vorsitzender des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums in Heidelberg, entdeckte in den 80er Jahren DNA humaner Papil-
lomviren zuerst in gutartigen genitalen Feigwarzen (2). Er identifizierte daraufhin zahl-
reiche Virustypen, darunter die beiden haufigsten Hochrisikotypen HPV 16 und 18, und
etablierte die HPV-Infektion als Ursache fur die Entstehung von Gebarmutterhalskrebs

(3). Fur seine Forschungsergebnisse erhielt er 2008 den Nobelpreis fur Medizin.

2016 erkrankten in Deutschland 4380 Frauen an invasivem Gebarmutterhalskrebs. In
nahezu allen Gebarmutterhalskarzinomen lasst sich DNA humaner Papillomviren
nachweisen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate (nur krebsbedingte Sterblichkeit
einbezogen) liegt in Deutschland zurzeit bei 67%. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 55 Jahren. Inzidenz und Morbiditat waren zwar Mitte des letzten Jahrhunderts noch
deutlich héher, sind seit Ende der neunziger Jahre allerdings kaum weiter zuriickge-
gangen (4). Im Vergleich mit anderen Landern wird deutlich, dass lang bestehende,
etablierte Vorsorgeprogramme die Inzidenz stark verringern. FUr alle Frauen ab 20
Jahren besteht die Vorsorge in Deutschland in einem jahrlichen Papanicolaou (Pap) -
Test, bei dem ein Zervixabstrich zytologisch auf auffallig veranderte Epithelzellen un-
tersucht wird. Frauen ab 35 Jahren rat die neue S3-Leitlinie Pravention des Zervixkar-
zinoms seit 2018 alle drei Jahre eine Kombination aus einem Pap-Abstrich und einem

Direktnachweis viraler DNA aus dem Abstrichmaterial (5).



Einleitung

Fur andere HPV-assoziierte Karzinome ist eine so engmaschige Vorsorge nicht gege-
ben. Gerade Plattenepithelkarzinome an Kopf und Hals fallen meist erst in fortgeschrit-
tenen Stadien durch Fremdkorpergefihl im Hals, Heiserkeit oder Schluckbeschwerden
auf. Die HPV-Infektion tragt zum globalen Anstieg der Fallzahlen oropharyngealer Kar-
zinome bei. In Europa hat der Anteil HPV-positiver Karzinome sich zwischen 2000 und
2005 signifikant von 35 % auf 73 % erhoht (6). HPV-Infektionen der Schleimhaute, sei
es am Gebarmutterhals oder im Rachen, werden fast ausschlief3lich sexuell tbertra-
gen. Die Pravalenz der HPV-assoziierten Karzinome an Kopf und Hals korreliert mit
der Haufigkeit oralen Geschlechtsverkehrs, was sich in deutlichen Unterschieden zwi-

schen Landern und Generationen widerspiegelt (7).

In Ermangelung einer spezifischen Behandlung der HPV-Infektion nimmt der seit 2006
verfugbare Impfstoff gegen die haufigsten Hochrisikotypen eine zentrale Rolle ein. Fur
M&adchen ab dem neunten Lebensjahr wird die Impfung in Deutschland seit 2007 von
der standigen Impfkommission (STIKO) empfohlen. Die Impfquoten steigen zwar, sind
aber noch niedrig. 2018 waren nur 51 % der 18-jahrigen Madchen vollstandig geimpft
(8). Im Juni 2019 wurde die Impfempfehlung auf Jungen ausgeweitet, einerseits um
HPV-assoziierten Krebsformen bei Mannern wie Penis-, Anal-, oder Oropharynxkarzi-
nomen vorzubeugen, anderseits um im Sinne des sogenannten Herdenschutzes die

Krankheitspravention gerecht auf beide Geschlechter aufzuteilen (9).

Der Infektionsweg der HP-Viren ist noch nicht vollstandig geklart. Dank der Herstellung
von Pseudoviren existiert heute ein deutlich naturgetreueres Forschungsmodell als
noch Ende des letzten Jahrhunderts (10). Trotzdem sind viele Bausteine des komple-
xen Zwischenspiels von Virus und Wirtszelle noch unbekannt. Auf dem Weg von der
Zelloberflache bis zum Kern treten die Viren mit zahlreichen zellularen Proteinen in
Verbindung, die sie sich zunutze machen. Gleichzeitig verflgt die Zelle Uber antivirale
Abwehrmechanismen, die wiederum teilweise durch virale Proteine aul3er Kraft ge-
setzt werden. Es gilt, weitere zellulare Interaktionspartner der Viren und deren Einfluss
auf den Infektionsprozess zu beschreiben, um mdgliche Therapieziele zu identifizie-

ren.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung des zellularen Autophagie Adapters p62 im HPV-
Infektionsweg zu untersuchen. Die hier gezeigte provirale und protektive Funktion von
p62 fir den viralen Transport ist bisher fur kein anderes Virus beschrieben. Dartber
hinaus sollen die Vorgange im Zellkern an den PML-Kernkdrperchen (promyelocytic

leukemia nuclear bodies, PML NBs) genauer untersucht werden. Sie sind Ort friher

2
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viraler Transkription und Replikation (1, 11, 12), an dem sich wiederum auch p62 unter
bestimmten Bedingungen anreichert (13, 14). Uber Funktionen von p62 im Zellkern ist
bisher allgemein wenig bekannt. Diese Arbeit soll also mit der Untersuchung von p62
dazu beitragen, in der Zukunft ein vollstandiges Bild des HPV-Infektionswegs zu er-
langen.



2 Literaturdiskussion

Inzwischen sind Uber 200 Typen humaner Papillomviren bekannt (15). Deren geneti-
sche Unterschiede definieren Spezifitat fir Haut oder Schleimhaut und das Potential,
gut- oder bodsartige Lasionen hervorzurufen. Der Forschungsschwerpunkt liegt auf-
grund der klinischen Relevanz fir Krebserkrankungen bei den haufigen Hochrisikoty-
pen HPV16, 18 und 31 (1).

2.1 Aufbau humaner Papillomviren

Papillomviren sind unbehullt und haben einem Durchmesser von 55-60 nm (1). Das
Kapsid humaner Papillomviren besteht aus den beiden Kapsidproteinen L1 und L2.
Das L1-Protein liegt je Viruspartikel 360 Mal vor und lagert sich zu 72 pentameren
Kapsomeren zusammen, die die aul3ere ikosaedrische Kapsidstruktur formen. Darun-
ter befinden sich bis zu 72 L2-Proteine, die nur mit einer N-terminalen sechzig Amino-

sauren langen Schlaufe durch die L1-Struktur nach auf3en ragen (11).

Abbildung 2.1: Cryoelektronenmikroskopische Rekonstruktion eines HPV-Kapsids (aus Buck et al.,
2013 (16)).

Das Viruskapsid umschlief3t zellulare Histonproteine und das zirkuléar geschlossene,
etwa 8000 Basenpaare lange virale Genom. Es handelt sich um ein doppelstrangiges
DNA-Genom, wobei alle Gene sich auf einem der beiden Strange befinden. Das Ge-
nom lasst sich in einen Bereich fir die frihen Proteine E1 bis E8 (E fur early), einen
fur die Strukturproteine L1 und L2 (L fir late) und einen Bereich fur die nicht kodierende
long control region (LCR) mit Kontrollelementen fur die Transkription sowie dem Rep-
likationsursprung unterteilen. Die frihen Proteine regulieren die Transkription der fri-
hen Gene, initiileren die Replikation und férdern tber verschiedene Mechanismen den

Eintritt der Wirtszelle in die S-Phase. Die spéaten Proteine werden erst in differenzierten
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Epithelzellen exprimiert, um durch Umschliel3en freier viraler Genome neue infektiose
Viren zu bilden (1).

2.2 Der virale Replikationszyklus

Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und sind daher zur Vermehrung auf eine
Wirtszelle angewiesen. Der produktive Replikationszyklus humaner Papillomviren er-
streckt sich Uber die Lebenszeit einer Epithelzelle und hangt, begonnen mit der Infek-
tion einer basalen, undifferenzierten Zelle bis zur Freisetzung infektioser Viren aus
apoptotischen Zelle der obersten Epithelschicht, eng mit dem Differenzierungsgrad der

Wirtszelle zusammen (1).

2.2.1 Bindung und Endozytose

Durch Mikrolasionen der Haut oder Schleimhaut erreichen die Viren die Basalzell-
schicht. Hier interagiert L1 je nach Virustyp zuerst mit verschiedenen Bestandteilen
der Extrazellularmatrix wie Heparansulfaten oder Laminin-332. Die mit der Zelloberfla-
che assoziierte Isomerase Cyclophilin B induziert anschlie3end durch eine Konforma-
tionséanderung die Freilegung des N-Terminus von L2, der von der Protease Furin an
einer hochkonservierten Stelle gespalten wird. Diese Vorgange an der Zelloberflache
zusammen mit ADAM17 abhangiger Signaltransduktion sind Voraussetzung fur die
Assoziation mit sekundaren Rezeptoren (11, 17). Es handelt sich hierbei unter ande-
rem um Tetraspanine, eine Familie von Transmembranproteinen, die durch Assozia-
tion miteinander und mit anderen Membranproteinen sogenannte tetraspanine enri-
ched microdomains (TEMs) formen, an denen sich die Viren anreichern. Fur die Hoch-
risikotypen HPV16, 18 und 31 ist insbesondere das Tetraspanin CD151 von Bedeu-
tung, das mit weiteren moglichen HPV-Rezeptoren wie Integrinen, Rezeptortyrosin-
kinasen, Annexin A2 und dem Zytoskelett-Adapterprotein obscurin-like 1 (OBSL-1)
TEMs formt. (18-20). Diese sekundéaren Rezeptorkomplexe werden schliel3lich Gber
eine Reorganisation des Aktin Zytoskeletts mit den Viren in kleinen Vesikeln ins Zyto-

plasma abgeschnurt (11).

2.2.2 Intrazellulérer Transport

Beim intrazellularen Transport ausgehend von den friihen Endozytosevesikeln kommt
dem Tetraspanin CD63 eine zentrale Bedeutung zu. Es interagiert luminal mit L1 und
rekrutiert auf zytosolischer Seite Syntenin-1 und das ESCRT (endosomal sorting com-
plex required for transport) -assoziierte Protein ALIX (apoptosis-linked gene 2-interac-

ting protein X), was Voraussetzung fur den Transport zu multivesikularen Endosomen
5
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ist (18, 21). Der niedrigere pH-Wert zusammen mit zellularen Proteinen induziert hier
Konformationsanderungen der Kapsidstruktur. Bisher stellte man sich ein Aufbrechen
der Kapside gefolgt von lysosomaler Degradation des L1-Proteins vor (11, 12). Neue
Ergebnisse deuten allerdings darauf hin, dass Teile der Kapsidstruktur wahrend des
Transports in den Kern erhalten bleiben (22). Auf jeden Fall verbleibt zumindest ein
Teil des L1-Proteins weiterhin bei dem Komplex aus viraler DNA und L2. Eine mdgliche
Funktion wird hier in der Bindung der viralen DNA an L2 vermutet, da L2 zu diesem
Zeitpunkt keine direkte DNA-Bindestelle mehr enthalt (11, 12, 23). L2 lagert sich mit
einer N-terminalen Transmembrandomé&ne in die Endosomenmembran ein, wodurch
der Grof3teil von L2 inklusive des C-Terminus frei im Zytosol liegt (24). Dieser Schritt
ermdglicht die direkte Interaktion von L2 mit zytosolischen Proteinen und ist somit ent-
scheidend flr die Steuerung des Transports in den Zellkern. Als Interaktionspartner
konnten hier u. a. die Proteine Sorting nexin-17 und -27, B-Aktin, Syntaxin 18 und die
leichten Ketten des Mikrotubuli-Motorproteins Dynein DYNLT1 und DYNLT3 identifi-
ziert werden (11, 12, 19). Uber diese Interaktionen wird der retrograde Transport der
HPV-gefillten Endosomen zum trans golgi network (TGN) und zum endoplasmati-
schen Retikulum vermittelt, wobei noch unklar ist, ob diese Stationen obligatorisch sind
und inwiefern sie eine funktionale Rolle fur die Infektion spielen (11). Es wurde gezeigt,
dass die L2/virale DNA Komplexe nicht ins Zytoplasma freigesetzt werden, sondern in
vesikularen Strukturen bis in den Zellkern gelangen (25). Wahrend sich in der Mitose
die Kernmembranen in Fragmente aufldsen, kolokalisieren die HPV-Transportvesikel
mit kondensierten Chromosomen (26). So werden sie bei der Reorganisation der Kern-
membranen miteingeschlossen und die L2/virale DNA Komplexe erstim Zellkern durch

einen noch unbekannten Mechanismus freigesetzt (11, 25).

2.2.3 Etablierung der Infektion an PML NBs

Innerhalb des Zellkerns kolokalisieren die Komplexe aus L2 und viraler DNA mit PML
NBs. Hier wird die Transkription der frihen Gene und daraufhin die Replikation initiiert
(11). PML NBs sind punktuell im Zellkern verteilte Proteinaggregate, die sich durch
Sumoylierung des Gerustproteins PML und zahlreichen weiteren obligatorisch und fa-
kultativ vorhandenen Proteinen organisieren. Es handelt sich um dynamische Struktu-
ren von variabler Zusammensetzung, die neben vielen anderen Funktionen auch eine

Rolle bei der viralen Infektion spielen (27).

Das HPV Kapsidprotein L2 enthalt ein SUMO interacting motive (SIM) und kann mit
sumoylierten Proteinen interagieren, was Voraussetzung fur die Lokalisation an PML

6
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NBs ist (28). Fur andere DNA-Viren wie Herpes- oder Adenovirus wird den PML NBs
eine restriktive Funktion zugeschrieben, der die Viren durch Auflésung oder Reorgani-
sation der PML NBs entgegenwirken (29, 30). Fur HPV hingegen ist das PML-Protein
und somit das Vorhandensein von PML NBs der Infektion forderlich. In den Zellkernen
PML-defizienter Zellen sind die L2/virale DNA Komplexe, statt sich an PML NBs anzu-
reichern, diffus verteilt und die Transkription der friihen viralen Gene sowie die Repli-
kation sind stark vermindert (31, 32). Fur HaCaT-Zellen wurde der protektive Effekt
der PML NBs schon genauer untersucht. Der Transport der L2/virale DNA-Komplexe
in den Zellkern war in PML-defizienten HaCaT-Zellen nicht beeintrachtigt. Erst in der
folgenden Interphase war die Anzahl viraler Genome in den Knockdown-Zellen redu-
ziert. Da der Kernexport viraler Genome als Ursache hierfur ausgeschlossen wurde,

werden Degradationsprozesse vermutet (33).

Die in den Zellkern gelangten L2/virale DNA Komplexe kolokalisieren auf3erdem nicht
nur mit PML NBs, sondern scheinen auch deren Zusammensetzung zu verandern.
Untersucht wurden hier speziell die Proteine Sp100 und Daxx, die Bestandteile von
PML NBs sind und beide als Transkriptionsrepressor fungieren kdnnen (27, 34). Nach
Uberexpression von L2 konnte Sp100 nicht mehr im Zellkern detektiert werden und die
Gesamtproteinmenge im Zelllysat war verringert. Ursachlich kénnte ein L2-induzierter
Degradationsprozess sein, da eine Repression von Spl100 auf Transkriptionsebene
ausgeschlossen wurde (35). An anderen DNA-Viren, wie zum Beispiel dem Herpes
Simplex Virus 1, konnte bereits die proteasomale Degradation von Sp100 nach Infek-
tion gezeigt werden (36), was auch bei HPV ein denkbarer Mechanismus wére. Im
Gegensatz zu Sp100 wurde von Daxx nach Infektion eine verstarkte Kolokalisation mit
PML NBs und L2 beobachtet. Da fur L2 aul3erdem eine zumindest indirekte Interaktion
mit Daxx nachgewiesen wurde, liegt die Vermutung einer L2-induzierten Rekrutierung
von Daxx zu PML NBs nahe (35). Passend dazu konnten in siRNA-Versuchen die
antivirale Rolle von Sp100 sowie die provirale von Daxx bestatigt werden. Sp100-de-
fiziente Zellen zeigten speziell in der frihen Phase der Etablierung des viralen Genoms
gesteigerte virale Transkription und Replikation und waren damit insgesamt empfang-
licher fur die HPV-Infektion (32). Umgekehrt fihrte die Depletion von Daxx zu einer
verringerten Transkription der friihen viralen Gene und somit auch zu einer verringer-
ten Replikation (37). HPV scheint also im Gegensatz zu anderen DNA-Viren die PML
NBs nicht aufzulésen, sondern durch deren Reorganisation die Bedingungen fir die
Etablierung des viralen Genoms zu verbessern. Wie genau HPV diese Anderungen

induziert, wurde bisher allerdings kaum untersucht.
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2.2.4 Morphogenese

Ausgehend von epithelialen Basalzellen schaffen HP-Viren persistierende Infektionen,
die dauerhaft Produktion und Freisetzung neuer Viren aus den abgeschilferten Zellen

der obersten Epithelschicht erlauben.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des viralen Replikationszyklus im Epithel (aus Porter et al.,
2017 (38))

Nach der primaren Infektion (Entry, Nuclear Entry) mit einigen initialen Replikationen (Initial transcription
and replication) etabliert sich das virale Genom als extrachromosomales Replikon und bleibt dauerhaft
in geringer Anzahl in der Wirtszelle vorhanden (Maintenance of viral genome). Die basale Stammzelle
teilt sich asymmetrisch, wobei eine Tochterzelle in der Basalschicht verbleibt und die andere sich zu
differenzieren beginnt. Durch Aufteilung der viralen Genome wird hier gewdhrleistet, dass einerseits die
Infektion persistiert und gleichzeitig in differenzierenden Zellen die produktive Phase der Virusreplikation

(DNA amplification, Virion assembly) ablaufen kann (39).

Die initiale Replikation wird von den frihen viralen Proteinen E1 und E2 induziert. E2
vermittelt aulRerdem Uber weitere E2-Bindestellen des HPV-Genoms eine Assoziation
mit zellularem Chromatin, was sowohl fur die Aufteilung auf die Tochterzellen bei der
Mitose als auch fur die weitere Replikation entscheidend ist. Diese findet an transkrip-
tionsaktiven und fir DNA-Schaden anfalligen Bereichen des Wirtszellgenoms statt, da
die Rekrutierung des zellularen DNA damage repair system (DDR) neben der Aktivie-
rung des spaten viralen Promotors eine entscheidende Rolle in der produktiven Repli-
kationsphase spielt (39). Untersuchungen von HPV16 positivem Zervixepithel haben
ergeben, dass Sp100 auch in differenzierten Zellen als Restriktionsfaktor der viralen

Transkription fungiert. In den infizierten Zellen war Sp100 bis einschlief3lich ins Stratum
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spinosum verstarkt exprimiert und lag in enger Assoziation mit Bereichen viraler Rep-
likation vor. Einige Isoformen von Sp100 binden tber eine SAND-DNA-Bindedoméane
im Verlauf der Zelldifferenzierung zunehmend an virale DNA, wodurch vermutlich der
repressive Effekt vermittelt wird. In den obersten Zellschichten des Zervixepithels, dem
Ort der maximalen viralen Replikation, war Sp100 hingegen nicht mehr detektierbar
(35, 40). Hier werden durch Aktivierung des spéaten viralen Promotors die Kapsidpro-
teine L1 und L2 synthetisiert. Sie enthalten beide nuclear localization signals (NLS),
dank derer sie zurtick in den Zellkern transportiert werden (16, 41). L1 lagert sich dort
zu pentameren Molekulen zusammen und formt spontan durch Einschluss von L2 und

Histon-gebundener viraler Genome infektiése neue Viren (1).

2.3 Karzinogenese

In den meisten Fallen heilt die genitale HPV-Infektion durch zellulare Immunabwehr
spontan innerhalb einiger Monate aus. Bei 10-15% der Frauen misslingt die Eliminie-
rung allerdings, was den Hauptrisikofaktor fur zervikale intraepitheliale Neoplasien
(CIN) und Karzinome darstellt. Ursachlich sind hier die Hochrisikotypen HPV16, 18
und in seltenen Fallen 31, 33, 35, 45. Meist liegt eine Integration des viralen Genoms
ins Wirtszellchromosomen und verstéarkte Expression der viralen Onkogene fir E6 und
E7 zugrunde, wodurch diese Proteine selbst bei Verlust der episomalen viralen Ge-
nome kontinuierlich exprimiert werden (42). Diese Integration und auch die spatere
Karzinogenese sind der Virusreplikation nicht dienlich. Vermutlich sind sie der Tatsa-
che geschuldet, dass die Virusreplikation das DDR benotigt und deshalb in Bereichen
haufiger DNA-Schéadigung stattfindet, bei deren Reparatur falschlicherweise Virusge-
nom mit eingebaut werden kann (39). Die maligne Entartung von Zellen entsteht auf-
grund sich anhaufender Mutationen bei unkontrollierter Proliferation durch die kontinu-
ierliche Expression der Onkogene. E6 fuhrt das zellulare Tumorsuppressorprotein p53,
das bei DNA-Schaden vor Eintritt in die S-Phase einen Zellzyklusarrest bewirkt, dem
ubiquitinabhangigen Abbauweg zu. E7 bindet an die Tumorsuppressorproteine RB105
und RB107, woraufhin diese den zellularen Transaktivator E2F freisetzen, was eben-
falls den Eintritt der Zelle in die S-Phase fordert (1). Als weiterer Angriffspunkt von E7
konnte zuletzt der zellulare Transkriptionsfaktor MYPOP identifiziert werden. Er kon-
kurriert vermutlich mit dem Protoonkogen c-Myb um eine Bindestelle in der LCR und
wirkt restriktiv auf die Transkription viraler Gene. Uber einen noch unbekannten Me-
chanismus eliminiert E7 MYPOP, was sich sowohl in HPV-transformierten Tumorzell-

linien als auch in Gewebe aus zervikalen Lasionen zeigen liel3 (43).
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2.4 Autophagie Adapter p62

p62 oder sequestosome-1 (SQSTM-1) stellt mit seinen zahlreichen Bindestellen ein
Zentrum zellularer Signalkaskaden dar. Oxidativer Stress und Entziindung induzieren
die p62-Expression. p62 vermittelt Zelluberleben Uber eine Aktivierung von NF-kB,
kann aber auch proapoptotisch wirken. Aufgrund der Wirkung auf den Zellzyklus liegt
eine Beteiligung an Krebserkrankungen nah. Erhohte p62-Level konnten als onkoge-
ner Faktor fur die Entstehung des Hepatozellularen Karzinoms identifiziert werden.
Auch in der Mehrzahl der Adeno- und Plattenepithelkarzinome der Lunge liegt p62
vermehrt vor (44, 45).

In seiner Rolle als Autophagie Adapter formt p62 uber die PB1-Domé&ne Homooligo-
mere, bindet Uber die UBA (ubiquitin associated) -Domane polyubiquitinierte Pro-
teinaggregate und fuhrt sie Gber die LC3 interacting region (LIR) der autophagosoma-
len Degradation (vgl. Kapitel 2.4) zu. Da es dabei selbst abgebaut wird, dient das zel-
lulare p62-Level oft als Mal3 fur Autophagieaktivitat, zu der es in antiproportionalem
Zusammenhang steht (46).

Durch zwei NLS und ein nuclear export signal (NES) kann p62 inklusive gebundener
Proteine aktiv durch die Kernmembran transportiert werden. Es befindet sich in zigi-

gem Wechsel zwischen Zytoplasma und Kern (13).

p62 ist gut detektierbar, da es im Zytoplasma in fleckigen Akkumulationen vorliegt (44).
Im Gegensatz zur bisher etablierten Vorstellung von starren Aggregaten aus p62-Oli-
gomeren und ubiquitinierten Proteinen, schlagen Sun et al. ein dynamischeres Modell
vor. Anhand von fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) -Versuchen
konnten sie zeigen, dass p62 Kompartimente formt, die nicht membrangebunden, son-
dern viskdser als das umliegende Zytoplasma und somit durch Phasenseparation be-
grenzt sind (47, 48).
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Abbildung 2.3: Modell der Formierung spharischer p62 Koérper (p62 body) durch Phasenseparation (aus
Sun et al., 2018 (48))

p62, polyubiquitinylierte Proteine und unkonjugiertes LC3 (in Abbildung nicht gezeigt) diffundieren frei
innerhalb spharischer p62 Korper. Diese kénnen untereinander fusionieren und Uber enthaltenes LC3
autophagosomale Strukturen rekrutieren. Im Gegensatz zu den bisher vermuteten Aggregaten
enthalten die p62-Korper Proteine in funktionstiichtiger Konformation, die miteinander interagieren und

reagieren kbnnen (47, 48).

Es konnte bereits in unbehandelten HelLa-Zellen gezeigt werden, dass p62 im Kern
mit PML NBs kolokalisiert (13). Die Blockade des Kernexports mit Leptomyzin B fuhrt
zu stark vermehrten p62-Anreicherungen im Kern, die zunehmend mit PML NBs fusi-
onieren. Souquere et al. haben diesen Prozess per Immunelektronenmikroskopie un-
tersucht und beschreiben ein spezifisches Umschliel3en der p62-Akkumulationen von
PML-Protein (14).

Fur die intranukleére Proteindegradation steht nach aktuellem Erkenntnisstand nur das
proteasomale System zur Verfligung, woran p62 ebenfalls beteiligt zu sein scheint (13,
49). Das Proteasom ist ein hochkonservierter Komplex aus Proteasen, in dem Proteine
mit einer kurzen Halbwertszeit oder falscher Konfiguration degradiert werden. Als Mar-
kierung fur proteasomalen Abbau dienen wie bei der Autophagie Polyubiquitinketten.
Ubiquitin enthalt sieben Lysinreste, Uber die eine Kettenbildung erfolgen kann. Eine
Verknupfung tber K48 fuhrt typischerweise zum Proteasom, Uber K63 zur Autophagie,
wobei diese Unterscheidung nicht sehr spezifisch ist und auch die Lange der Ubiquitin-
kette sowie die Lokalisation in der Zelle einen Einfluss haben (46). Intranukleare pro-
teasomale Aktivitat kolokalisiert teilweise mit PML NBs (49), zu denen p62 polyubiquiti-
nierte Proteine rekrutiert. Auch an pathologischen intranukledren Proteinaggregaten
konnte eine Anreicherung von p62 und dadurch vermittelt eine Rekrutierung von Be-
standteilen des Proteasoms beobachtet werden (13). p62 scheint also auch im Zell-

kern wichtige Degradationsprozesse zu vermitteln.
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Im Kontext viraler Infektion haben Zimmermann et al. eine Anreicherung und Bindung
von p62 an intranuklearen Kapsidproteinen von humanem Cytomegalievirus (HCMV)
wahrend der Morphogenese beobachtet. Die Funktion dieser Assoziation wurde bisher
nicht abschlielRend geklart (50). Fur HPV zeigen neue Ergebnisse von Hong et al. eine
ebenfalls provirale Wirkung von p62 wahrend der Amplifikation des viralen Genoms in
differenzierenden Zellen. p62 vermittelt hier nach HPV-induzierter Phosphorylierung
die Degradation des Transkriptionsfaktors GATA4 und reguliert dartiber die zellulare
Immunantwort herunter (51). Die Rolle von p62 in der primaren HPV-Infektion wurde

bisher nicht untersucht.

2.5 Autophagie bei viraler Infektion

Autophagie ist ein standig ablaufender Prozess zur Degradation zytoplasmatischer
Bestandteile von Proteinen bis zu Zellorganellen, wodurch wieder Aminosauren fir die
Proteinsynthese zur Verfugung gestellt werden. Der Autophagieumsatz wird daher bei
N&ahrstoffmangel und zellularem Stress gesteigert. Pathogene Erreger konnen eben-
falls Uber Autophagie eliminiert werden, was auch als Xenophagie bezeichnet wird.
Verschiedene Signalkomplexe, darunter Beclin-1 und einige Atg-Proteine (autophagy
related genes) initiieren die Lipidierung des unkonjugierten LC3-I. Das aktive LC3-II
rekrutiert zur Degradation bestimmte Zellbestandteile und reichert sich an Phagopho-
ren an. Diese offenen Vorstufen von Autophagosomen bestehen aus zwei Lipiddop-
pelschichten und umschliel3en die Autophagiesubstrate. Autophagosomen fusionieren
mit Endosomen, deren ATPasen eine Anséuerung der nun als Amphisomen bezeich-
neten Vesikel ermdglichen. Diese verschmelzen mit Proteasen enthaltenden Lysoso-

men, wodurch ihr Inhalt degradiert wird (52).

Auch Viren werden im Rahmen der zellularen Abwehr autophagosomal abgebaut.
Viele Viren haben deshalb Mechanismen entwickelt, Bildung oder Reifung von Auto-
phagosomen zu inhibieren und sich den Autophagieweg sogar zunutze zu machen.
So stellen Autophagosomen Replikationsorte fiir einige RNA-Viren dar und kénnen
durch Fusion mit der Plasmamembran zum Sekretionsweg umfunktioniert werden. Oft
geht die virale Infektion mit einer gesteigerten Autophagie einher. Ob es sich hierbei
um einen zellularen Abwehrmechanismus oder ein virusinduziertes Phanomen han-
delt, ist nicht immer eindeutig, da einigen Viren auch eine gezielte Autophagie for-

dernde Wirkung nachgewiesen wurde (52).
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Die HPV-Infektion fuhrt ebenfalls zu gesteigerter Autophagie. Es scheint sich hierbei
um einen antiviralen zellularen Abwehrmechanismus zu handeln, da eine Hemmung
der Autophagie durch 3-Methyladenin in primaren Keratinozyten (3-MA, Vgl. Kapitel
3.8) die Infektionsrate erhdht. Auch die generell geringere Infektionsrate in priméren
Keratinozyten verglichen mit HaCaT-Zellen kann durch deren erhthte basale Auto-
phagieaktivitat erklart werden (53). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass HPV16
Uber EGFR (epidermal growth factor receptor) an der Zelloberflache von HaCaT-Zellen
die Signalkaskade uber Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und Akt zu mTOR
(mammalian target of rapamycin) aktiviert (Vgl. Kap. 3.8 und Abb.6.1). Neben katabo-
ler Wirkung und ZellUberleben fuhrt die Aktivierung von mTOR und dessen Effektor-
proteinen zu reduzierter Bildung von Autophagosomen. HPV moduliert also schon vor
der Endozytose zelluldre Signalwege, um der gesteigerten Autophagie und der damit
verbunden Degradation viraler Bestandteile entgegenzuwirken (53, 54). Auch in HeLa-
Zellen fordert die Autophagieblockade durch Behandlung mit 3-MA die Infektion. Sie
fuhrt zu einer verringerten Kolokalisation von LC3 und viralem L1 im Zytoplasma, was
auf eine beeintrachtigte autophagosomale Degradation der Viren hindeutet. Transmis-
sionselektronenmikroskopische Aufnahmen von HelLa-Zellen zeigen nach HPV-Infek-
tion vesikulare Strukturen aus zwei Lipiddoppelschichten. Es handelt sich vermutlich
um Phagophoren und Autophagosomen, in deren Lumen virale Partikel zu sehen sind
(55). Die restriktive Wirkung der Autophagie auf die HPV-Infektion ist also schon gut
etabliert, wohingegen virale Mechanismen der Autophagie zu entgehen noch nicht un-

tersucht wurden.
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3 Material

3.1 Zelllinien

Alle Experimente wurden in HelLa- und/oder HaCaT-Zellen durchgefiihrt. In den
293TT-Zellen erfolgte die Herstellung der Pseudoviren. Alle drei Zelllinien wachsen

einschichtig als adharente Zellkultur.

3.1.1 HelLa-Zellen

HelLa-Zellen sind 1951 aus einem Zervixkarzinom der Patientin Henrietta Lacks iso-
lierte Epithelzellen. Ihre Immortalisierung beruht auf der dauerhaften Insertion mehre-
rer inkompletter HPV18 Genome, weshalb sie in vitro sehr empféanglich fir die HPV-
Infektion sind (56). Gekauft wurden sie von Leibnitz-Institut DSMZ (Deutsche Samm-

lung von Mikroorganismen und Zellkulturen) GmbH.

3.1.2 HaCaT-Zellen

HaCaT-Zellen (Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes) sind eben-
falls humane Keratinozyten, die in vitro schnell proliferieren, da sie durch chromoso-
male Veranderungen spontan immortalisiert sind. Die Fahigkeit zur Differenzierung ist
ihnen erhalten geblieben, weshalb sie auch zur Untersuchung spaterer Stadien der
HPV-Infektion eingesetzt werden kénnen (57). Gekauft wurden sie vom CLS (Cell

Lines Service), Eppelheim.

3.1.3 293TT-Zellen

293TT-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen, transformiert durch Insertion ei-
nes unvollstdndigen Adenovirus-Genoms. Sie exprimieren zusatzlich zwei T-Antigene
des Simian-Virus, weshalb sie zur DNA-Replikation von Plasmiden mit dem SV40 ori-
gin of replication in der Lage sind und zur Vermehrung vieler Viren und Pseudoviren
eingesetzt werden. Sie wurden im Labor von John Schiller und Christopher Buck ent-
wickelt (10).

3.1.4 Medien und Zellkulturzusatze

Tabelle 3.1: Medien und Zellkultursatze

Zellkultur-Medium Gibco® DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium, high Glucose 4,5 g/L with GlutaMAX™ (L-
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FCS

Nichtessentielle Aminosauren

Antibiotikum

Gibco® Trypsin/EDTA 0,05 %

3.2 Laborgerate

Tabelle 3.2: Laborgerate

Material

Alanin-L-Glutamin-Dipeptid)), Life-Technologies

Thermo Fisher Scientific

Fotales Kalberserum, Biochrom AG

Sigma-Aldrich

MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x),

Ciprofloxacin Kabi Infusionslésung 200 mg/ 100

ml, Fresenius Kabi

LifeTechnologies Thermo Fisher Scientific

Gerat Bezeichnung Hersteller
Blot-Kammer TransBlot™ Cell Bio-Rad, Miinchen
Brutschrank CO2-AUTO-ZERO Heraeus, Hanau

Chemiluminometer
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Kamera
Kontrastphasenmikroskop

Laborwaagen

Pipettierhilfen
Pipetten

Potter

Schuttler
Elektrophoresekammer
Sterilwerkbank

Tischzentrifugen

Ultrazentrifuge

Tristar LB941

Axiovert 200M Carl Zeiss
Blockthermostat BT 1303
AxioCam HrM-Kamera
WILOVERT S

KERN 510-41

Mettler AE 100
pipetus®akku

Pipetman P1000, P200,
P20, P10, P2

2 mL Tissue Grinder,
Potter-ELV

Rocky Wipptisch

Nu-440-400E (Class 2)
Hera safe

Biofuge pico
Centrifuge 5430 R
Ultima LE 80K

Berthold, Bad Wildbach
Carl Zeiss, Jena

HLC Biotech, Bovenden
Carl Zeiss, Jena

Hund, Wetzlar

Kern, Balingen-Frommern
Mettler, Giel3en
Hirschmann Laborgerate
Gilson, Middleton

Wheaton, Millville

Frobel, Lindau
Harnischmacher, Kassel
NUAIRE, Plymouth
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Krefeld
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Ultrazentrifugenrotoren

Ultraschallgerat

Zentrifugen

3.3 Einmalmaterialien

Material

SW55 Beckmann, Krefeld
Branson Sonifier 250 Heinemann, Schwéabisch-
Gmund

Sorvall® RC-SB Refriger- Du Pont Instruments, Kdln

ated Superseed

Plastikeinwegwaren wie MikroreaktionsgefalRe, Falcons, Zellkulturflaschen, Zellkultur-

platten und Pipetten wurden von den Firmen Eppendorf und Greiner bezogen.

Tabelle 3.3: Einmalmaterialien

Produkt

Hersteller Verwendung

Amersham Hyperfilm™
ECL

Amersham Protran™
0,45 um NC

Super RX-N

GE Healthcare Sensitiver Film (Elektro-
chemilumineszenz)

GE Healthcare Nitrozellulosemembran fir
Western Blot

FUJIFILM Universaler Film (Elektro-

chemilumineszenz)

3.4 Chemikalien, Kits und Reagenzien

Tabelle 3.4: Chemikalien, Kits und Reagenzien

Produkt

Hersteller Verwendung

Acrylamid-Stammldsung
(30 % Acrylamid, 0,8 %
Bisacrylamid)

Albumin Fraction V

(pH 7,0)

Brij58

Carestream® Kodak® au-
toradiography GBX
developer/replenisher und

fixer/replenisher

Carl Roth SDS-PAGE

PanReac AppliChem Blocken (im Rahmen von Im-
munfluoreszenzfarbungen)

Sigma-Aldrich Zelllyse zur Herstellung von
Pseudoviren

Sigma-Aldrich Filmentwicklung (im Rahmen
der Western Blot Detektion)
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CHAPS SigmauUltra mini-
mum 98 % TLC
CytoTox-ONE™ Homoge-
neous Membrane Integrity
Assay (LDH)

Dako Fluorescence
Moun-ting Medium
Duolink® In Situ Orange
Starter Kit Mouse/Rabbit
Dynabeads™ M280
Sheep anti-Mouse IgG
EdU Click-488 ROTI® kit
for Imaging

Gibco™ Hepes 1M

Hoechst 33342

Lipofectamine® RNAIMAX
NucleoBond® Xtra Midi
PBS buffer (10x Dul-
becco’s) - Powder

PEI (Polyethylenimin)
Reporter Lysis Buffer 5x

Tween® 20

Western Lightning™ Plus-
ECL

Material

Sigma-Aldrich

Promega

Dako

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Carl Roth

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Macherey-Nagel

PanReac AppliChem

Sigma-Aldrich
Promega

Carl Roth

Perkin Elmer

Detergens zur Zelllyse vor
Co-Immunoprazipitation
Zytotoxizitatstest (im Rahmen

des Luciferase-Assays)

Einbettung der Deckglaschen
auf Objekttragern
Proximity Ligation Assay

Co-Immunoprazipitation

Fluoreszenzfarbung der DNA
EdU-markierter Pseudoviren
Puffer wahrend Zelllyse vor
Co-Immunoprazipitation
Zellkernfarbung Immunfluor-
eszenz (farbt Doppelstrang-
DNA)
siRNA-Transfektionsreagenz
DNA-Aufreinigung
Phosphatgepufferte Salzl6-
sung, mit H20 angesetzt
DNA-Transfektionsreagenz
Lyse-Puffer (im Rahmen des
Luciferase-Assay)
Detergens fur Western Blot
und Co-Immunoprazipitation
Western Blot Detektion

(Elektrochemilumineszenz)
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3.5 Puffer und L6sungen

Tabelle 3.5: Puffer und Losungen

Puffer/Losung

Material

Zusammensetzung

Entwickler / Fixierer

Hepes Puffer

5x Laemmli

2,5x Laemmli
2,5x / 5x Laemmli +
Luciferase-Assay-Puffer

PEI (Polyethylenimin)

Ponceau S-Losung

10x SDS-PAGE-Laufpuffer

10x Western Blot-Transferpuffer

1:4 mit H20 verdunnt
1,25 ml Hepes

1,5 ml NaCl (5 M)

0,125 ml MgCl (2 M)

5 ul Apotinin

5 pl Leupeptin

50 ml H20

25 ml Lésung C (siehe unten)
4 g SDS

1 mg Bromphenolblau

15 ml Glycerin 30 %

45 ml H20

5x Laemmli 1:1 mit H20
+10 % [B-Mercaptoethanol
50 mM Tris-Cl pH 7,8

15 mM MgSO4

20 mM DTT

0,5mM EDTA

0,5 mM Luciferin

0,5 mM Coenzym A

0,5 mM ATP

PEI (Sigma-Aldrich) mit H20 auf
1 mg/ml verdinnen, mit HCI auf pH 7,0
einstellen

0,1 % Ponceau S

3 % Trichloressigsaure
121 g Tris (0,25 M)

587 g Glycin (2 M wiv)
409 SDS (1 % w/v)
(auf4L)

25 mM Tris
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Material

192 mM Glycin
4 L H20
1x Western Blot-Transferpuffer 10 % 10x Western Blot-Transferpuffer
20 % Methanol
70 % H20
Losungen fur SDS-PAGE:
Lésung B 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4 % SDS
Ldosung C 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,4 % SDS

3.6 siRNA

Die siRNA’s wurden gemal verwendetem Protokoll mit RNAse-freiem Wasser auf eine
Konzentration von 20 pM eingestellt. Als Negativ-Kontrolle (Kontroll-siRNA, KSI)
diente in allen Versuchen die AllStars Negative Control siRNA von Qiagen, deren Se-
guenz keiner im menschlichen Genom vorhandenen mRNA-Nukleotidsequenz ent-

spricht. Hersteller der aufgelisteten siRNA'’s ist die Firma Sigma-Aldrich.

Tabelle 3.6: siRNA Sequenzen

Bezeichnung Leitstrang-Sequenz (5-3’)

Sequestosom #1 GGGUGCAAGAAGCCAUUUA[AT][AT]
Sequestosom #2 CAUAGGUCCCUGACAUUUA[AT][T]
Sequestosom #3 GGAGGAUCCGAGUGUGAAUI[AT][dT]
Sequestosom #4 ACGUUUGCAUAGAGAGAAA[AT][AT]

3.7 Plasmidvektoren

Verwendet wurden Kodon-optimierte L2-Expressionsplasmide basierend auf HPV16

Wildtyp-Plasmiden wie von Leder et al. (58) beschrieben.

Tabelle 3.7: Plasmidvektoren

Bezeichnung Beschreibung Referenz

pUF3AAV 16L2 WT Kodon-optimiertes L2-Gen basierend auf Leder et al.,
HPV16 Wildtyp Gen in pUF3AAV Vektor ge- 2001 (58)
klont
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Material

PEYFP-C1/16 L2 in yellow fluorescent protein (YFP) C1 Schneider et
geklontes L2 Wildtyp Gen al., 2013 (59)

3.8 Autophagiemodulatoren

Zur Modulierung verschiedener Schritte der Autophagie habe ich drei Inhibitoren ein-
gesetzt (vgl. Abb. 6.1). Bafilomyzin wurde mir freundlicherweise vom Institut fir Pat-
hobiochemie Mainz zur Verfiigung gestellt. Es hemmt die vakuolare Protonen-ATPase
und unterbindet damit die Anséduerung von Endosomen. AulRerdem blockiert es den
lysosomalen Abbau von Autophagosomen und fiihrt somit zu einer Anreicherung von
zur Degradation bestimmtem Material, das dadurch erst im autophagosomalen Abbau-
weg detektiert werden kann (60, 61). Rapamyzin (Sigma-Aldrich) hingegen induziert
die Bildung von Phagophoren. Es inhibiert allosterisch das Schlisselenzym mTOR
(mammalian target of rapamycin), das normalerweise tber Wachstumsfaktoren und
Nahrstoffe reguliert wird. In aktiviertem Zustand fordert mTOR Proteinsynthese, Zell-
wachstum und -proliferation (62), die Hemmung durch Rapamyzin resultiert dagegen
in gesteigerter Autophagie (63). Ist mnMTOR gehemmt, dissoziiert ein Komplex aus Atg-
Proteinen (autophagy related genes), wird dadurch aktiv und kann die Phagophoren-
bildung initileren. Hier greift der Autophagieinhibitor 3-Methyladenin (3-MA, Sigma-Ald-
rich). Uber eine Hemmung der Klasse Ill Phosphoinositid-3-Kinase unterbindet er die
Bildung verschiedener Komplexe von Atg-Proteinen zur Bildung und Reifung von Au-
tophagosomen (64). 3-MA und Rapamyzin wurden mir freundlicherweise beide von
der AG Prange des Instituts fur Virologie Mainz zur Verfiigung gestellt.

3.9 Antikorper

3.9.1 Primare Antikdrper

Tabelle 3.8: Primére Antikdrper

Ziel Spezies Verdinnung Hersteller /
Referenz
p62 (ab56416) Maus, monoklonal IF 1:400 Abcam
WB 1:1000
IP 1:460
Golgin-97 (A-21270) Maus, monoklonal IF 1:200 Thermo Fisher
Scientific
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LC3 (0260-100)
PML (SC-5621)
L2 (L2-1)

L1 (K75)

B-actin (A5441)
Sp100

MYPOP
Kontroll-lgG

Material

Maus, monoklonal IF 1:200

Kaninchen, polyklonal IF 1:400

Maus, monoklonal IF 1:350
WB 1:300

Kaninchen, polyklonal WB 1:10000

Maus, monoklonal WB 1:20000
Kaninchen IF 1:500
WB 1:5000

Kaninchen, polyklonal WB 1:1000

Maus IP 1:3680

Nano tools
Santa Cruz
Volpers et al.,
1995 (65)
Bergsdorf et al,
2003 (66)
Sigma-Aldrich

Abcam
Sigma-Aldrich

Ein Aliquot des LC3-Antikodrpers und des Sp100-Antikdrpers wurden mir freundlicher-

weise vom Institut fur Pathobiochemie Mainz beziehungsweise vom Heinrich-Pette

Institut Hamburg zur Verfiigung gestellt.

3.9.2 Sekundare Antikdrper (Immunfluoreszenz und Western Blot)

Tabelle 3.9: Sekundare Antikorper

Ziel Spezies Konjugat Verdin- Hersteller
nung

Anti-Maus Ziege AlexaFluor 488 1:450 Thermo Fisher
AlexaFluor 546 Scientific
AlexaFluor 647

Anti-Kaninchen Ziege AlexaFluor 488 1:450 Thermo Fisher
AlexaFluor 546 Scientific

Anti-Maus Ziege Horse-Radish- 1:10000 Dianova

Anti-Kaninchen

Peroxidase (HRP)

3.10 GrofRenmarker

Als Mal3stab fur die Laufh6he von Proteinen in der SDS-Page wurde der PageRuler™

Prestained Protein Ladder (10 bis 180 kDa) von Thermo Fisher Scientific verwendet.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung

Alle drei verwendeten Zelllinien wurden in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
mit 10% fotalem Kéalberserum (FCS) und 1% nichtessentiellen Aminosauren in 75 cm?
Zellkulturflaschen adharent kultiviert. Dem Medium fur die Kultur wurden je 500 ml
Flasche 2,8 mg Ciprofloxacin zur Verhinderung bakterieller Kontamination hinzuge-
flgt, wohingegen die Experimente in Medium ohne Antibiotikum durchgefihrt wurden.
Die Zellen wurden im Zellkulturschrank bei 37°C und 5% COz2 kultiviert.

4.1.2 Passagieren der Zellen

Alle zwei bis drei Tage wurden die Zelllinien unter der Sterilbank passagiert. Nach
Absaugen des Mediums erfolgte ein Waschschritt mit phosphatgepufferter Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS) mit 2,5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA). An-
schlieBend wurden die Zellen fur funf Minuten im Zellkulturschrank mit 1 ml 0,05%
Trypsin/0,02% EDTA inkubiert, um sie vom Boden der Zellkulturflasche abzulGsen.
293TT-Zellen wurden nur mit PBS/2,5 mM EDTA ebenfalls im Zellkulturschrank abge-
l6st. Mehrfaches Auf- und Abpipettieren in frischem, vorgewarmtem Medium bewirkte
eine mechanische Vereinzelung der Zellen, woraufhin je nach Zellmenge zwischen
10% und 30% in einer neuen Zellkulturflasche mit Medium verdinnt und weiter kulti-

viert wurden.

Von den restlichen Zellen wurden je 10 pl in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahilt,
entsprechend mit Medium ohne Antibiotikum verdinnt und in Zellkulturplatten fur Ex-

perimente ausgesat.

4.2 Pseudovirenpraparation

Fir die Versuche wurden ausschlie3lich Pseudoviren verwendet, die sich aus dem
naturgetreuen Kapsid und einem Reportergenom zusammensetzen. Die Herstellung
der HPV16 Pseudoviren erfolgte auf Basis eines Protokolls von Buck et al. (10). Dazu
wurden 293TT-Zellen in zwei groRRen Zellkulturflaschen (175 cm?) kultiviert und je Fla-
sche mit 45 ug DNA wie in Kapitel 4.5 beschrieben transfiziert. Dabei wurden zu glei-

chen Anteilen je zwei Plasmide verwendet: eins, das die beiden Gene fir die Expres-
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sion der Kapsidproteine enthalt (pShell16-L1/L2 wt) und eins zur Expression des Re-
portergenoms, das als Pseudogenom der Viren dient. Als Reporterplasmid der Pseu-
doviren diente ein pcDNA3.1/Luciferase-Plasmid. Die Expression von Luciferase er-
maoglicht die Messung der Infektionsrate, wie in Kapitel 4.7 erlautert. Als Reporterplas-
mid der EdU-markierten Pseudoviren, die nur fur die Immunfluoreszenz verwendet
werden, diente ein pGL4.20 LCR16-Plasmid. Im Rahmen des Mediumwechsels nach
funf Stunden wurde dieser Zellkulturflasche aul3erdem 20 uM 5-ethynyl-2‘-deoxyuri-
dine (EdU) zugegeben. Dieses Thymidin-Analogon wird in das virale Pseudogenom
eingebaut und lasst sich spater mit dem EdU Click-488 ROTI®kit for Imaging spezifisch
anfarben. 48 Stunden spater konnten die Zellen durch Trypsinbehandlung abgel6st,
gewaschen, vorsichtig abzentrifugiert und in 500 ul PBS/MgCl2 (9,5 mM) aufgenom-
men werden. Die anschlieRende Zelllyse erfolgte mit 0,5% Brij58. Nach Zugabe von
0,1-0,5% Benzonase zum Abbau freier Nukleinsauren wurden die Lysate weitere 24
Stunden bei 37°C inkubiert und regelmafig durchmischt. Die freigesetzten Pseudovi-
ren konnten dann durch Dichtegradientenzentrifugation (55000/min fur 3,5 Stunden)
in Ubereinander geschichteter 39%, 33% und 27% OptiPrep®-Losung aufgetrennt wer-
den. Die einzelnen Fraktionen & 300 pl wurden tber einen Infektionsversuch in HelLa-
Zellen wie in Kapitel 4.8 beschrieben auf ihren Gehalt an Pseudoviren untersucht und

jeweils die zwei bis vier Fraktionen mit der hdchsten Infektionsrate zusammengefugt.

4.3 Plasmidpréaparation

Zur Amplifikation der DNA-Plasmide wurde je ein 1 pg davon durch kurzes Erhitzen
auf 42°C in veranderte E.coli-Bakterien, Dh5-Alpha-Zellen, transformiert. Die Bakte-
rien wurden anschlieRend fir eine Stunde bei 37°C in flissigem LB-Medium (lysogeny
broth) geschuttelt, auf Agarplatten ausplattiert und ber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Selektion der erfolgreich transformierten Bakterien erfolgte tiber eine im Plasmid ent-
haltene Antibiotikaresistenz gegen das dem Agar zugesetzte Antibiotikum. Am néachs-
ten Tag wurde eine einzelne Bakterienkolonie von der Agarplatte aufgenommen und
in 150 ml LB-Medium mit Antibiotikum tGber Nacht bei 37°C geschuttelt. Durch Zentri-
fugation (30 Minuten bei 3000/min) konnte ein Bakterienpellet gewonnen werden, aus
dem anschlieBend die DNA-Plasmide aufgereinigt wurden. Dies erfolgte mithilfe des
NucleoBond® Xtra Midi-Kit gemaR dem Herstellerprotokoll. Mit einem Mikrovolumen-
Spektralphotometer wurde die Konzentration der DNA gemessen und schlief3lich in

sterilem Wasser auf eine Konzentration von 1 pg/ul verdinnt.
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4.4 siRNA-Transfektion

Das Protokoll zur siRNA-Transfektion der AG Florin bezieht sich immer auf eine
siRNA-Konzentration von 20 uM. RNAse-freies Arbeiten gelang durch Sauberung der
Sterilbank mit einem RNAse-Dekontaminationsreagenz und der Verwendung steriler
Pipettenspitzen. Fur eine 12-Well-Platte wurden je Probe 1,6 pl des Transfektionsrea-
genz Lipofectamine® RNAIMAX und 0,9 pl siRNA oder Kontroll-siRNA separat in je
100 pl Zellkulturmedium ohne Zusatze vorverdunnt. Dabei durfte das Transfektionsre-
agenz nur durch Auf- und Abpipettieren gemischt werden. Die beiden Komponenten
wurden anschlieBend zusammengefihrt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert. In dieser Zeit konnte ein Mediumwechsel bei den am Vortag ausgesaten Zellen
erfolgen. Zu dem 1 ml frischen Medium im Well wurden anschliel3end je 200 pl der
siRNA/RNAIMAX-Mischung gegeben und durch Schwenken der Platte im Well verteilt.
In einer 24-Well-Platte wurde jeweils die Halfte aller erwéahnten Komponenten verwen-
det. Fur die Auspragung des Knock-Downs wurden die Zellen nun fiir 48 Stunden im
Zellkulturschrank belassen.

45 DNA-Transfektion

Das Protokoll zur DNA-Transfektion der AG Florin bezieht sich immer auf eine DNA-
Konzentration von 1 pg/pl. Wie bei der siRNA-Transfektion wurden auch hier zunachst
die DNA-Plasmide und das Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) separat in
Zellkulturmedium ohne Zusétze vorverdinnt. Das PEI Aliquot wurde nach dem zweiten
Auftauen immer verworfen. Fur eine 12-Well-Platte wurden dabei je Well 2 ug DNA
und 3 ul PEI in 100 pl Medium gegeben. Die beiden Komponenten wurden zusam-
mengefuhrt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit konnte ein
Mediumwechsel bei den zu transfizierenden Zellen erfolgen. Zu dem 1 ml frischen Me-
dium im Well wurden anschlieBend je 200 ul der DNA/PEI-Mischung gegeben und
durch Schwenken der Platte im Well verteilt. Fir die DNA-Transfektion im Rahmen der
Pseudovirenpraparation (s. Kapitel 4.2) wurden je Zellkulturflasche 45 ug DNA und 70
pl PEI in 6 ml Zellkulturmedium ohne Zusatze vorverdinnt. Finf Stunden nach der
DNA-Transfektion erfolgte immer ein zweiter Mediumwechsel, woraufhin die nachsten

Schritte des Experiments am darauffolgenden Tag angeschlossen werden konnten.
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4.6 Immunfluoreszenz

Fur die Herstellung von Immunfluoreszenzpréparaten wurden die Zellen auf Deckglas-
chen in 12-Well-Platten ausgesat. Nach entsprechender Behandlung je nach Experi-
ment wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und nach einem Waschschritt mit phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS) erfolgte eine Fixierung und Permeabilisierung durch
100% Methanol bei -20°C.

4.6.1 Klassische Immunfluoreszenz

Drei weitere Waschschritte in PBS fiuir insgesamt zehn Minuten folgten, woraufhin
durch drei3ig Minuten Inkubation mit PBS/1%BSA (bovines Serumalbumin, Albumin
Fraction V) unspezifische Bindungsstellen geblockt wurden. Alle Wasch- und Block-
schritte erfolgten bei Raumtemperatur auf dem Schiuttler. Falls mit EAU-markierten
Pseudoviren gearbeitet wurde, konnte die virale DNA nun mit dem EdU Click-488
ROTI® kit for Imaging gemal dem Herstellerprotokoll angefarbt werden. In dem Fall
mussten die Glaschen bereits ab diesem Zeitpunkt vor Licht geschiitzt werden. Nach
drei Waschschritten und zehn Minuten Blocken wurden die Glaschen mit je 50 pl des
in PBS/1%BSA vorverdinnten primaren Antikérpers betraufelt und fur eine Stunde bei
37°C inkubiert. Die gleiche Prozedur erfolgte anschlieRend mit dem sekundéren Anti-
korper, wobei hier Hoechst zur Zellkernfarbung zugegeben wurde. Bei manchen Ex-
perimenten war zur Knock-Down-Kontrolle ein Nachfarben von p62 mit dem monoklo-
nalen Mausantikdrper (Abcam) erforderlich, obwohl bereits im ersten Farbeschritt ein
Mausantikorper eingesetzt wurde. Die Nachfarbung erfolgte wie oben beschrieben,
wobei die Inkubationszeiten des priméren und sekundaren Antikorpers jeweils auf drei-
Big Minuten reduziert wurden. Diese Nachfarbungen wurden nie quantitativ ausgewer-
tet, sondern dienten lediglich der Identifizierung von Zellen mit erfolgreichem Knock-
Down. Die abschlieBenden Waschschritte beinhalteten drei Durchgange mit
PBS/1%BSA fur insgesamt zehn Minuten sowie drei Durchgange mit PBS fir insge-
samt zwanzig Minuten. Die Deckglaschen wurden mit Dako Fluorescence Mounting
Medium auf Objekttrager eingebettet und tber Nacht im Kihlschrank getrocknet. Mik-
roskopiert wurde mit einem 100x Olimmersionsobjektiv am Fluoreszenzmikroskop
Axiovert 200M (Zeiss); die Bilder wurden mit einer AxioCam HrM-Kamera (Zeiss) auf-

genommen und mit der Axiovision Software 4.7 (Zeiss) analysiert.
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4.6.2 Proximity-Ligation Assay von p62 und PML

Fur den Proximity Ligation Assay (PLA) wurden die Zellen vor Fixierung entweder fur
24 Stunden mit HPV16 Pseudoviren infiziert oder zur Kontrolle unbehandelt belassen.
Die Herstellung der Immunfluoreszenzpréparate erfolgte anschlie3end mithilfe des
Duolink® In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit (Sigma) gemaR dem Herstellerpro-
tokoll. Als primare Antikérper wurden der p62-spezifische monoklonale Mausantikoér-
per (Abcam) und der PML-spezifische polyklonale Kaninchenantikdrper (Santa Cruz)
verwendet. Die sekundaren Antikorper, Blockldsung, Puffer, Enzyme und Oligonukle-
otide sind im Kit enthalten. Die Sekundarantikorper sind mit je einer kurzen Oligonuk-
leotidkette versehen, die, wenn in raumlicher Nahe, zu einem kreisformigen DNA-
Strang verbunden werden. Dieser wird unter Einbau fluoreszierender Nukleotide
amplifiziert, was das Signal verstarkt und detektierbar macht. Es entsteht also nur ein
Fluoreszenzsignal, wenn die zwei untersuchten Proteine interagieren oder zumindest

eng assoziiert (laut Hersteller maximal 40 nm) vorliegen.
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Abbildung 4.1: Funktionsweise des Proximity Ligations Assay (aus Bobrich et. al 2013 (67))

Fir die Farbung der Zellkerne und die Einbettung der Deckglaschen auf Objekttragern
war im Kit auBerdem das Duolink® Mounting Media with DAPI enthalten. Mikroskopiert
wurde mit einem 100x Olimmersionsobjektiv am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
(Zeiss); die Bilder wurden mit einer AxioCam HrM-Kamera (Zeiss) aufgenommen und
mit der freien Software ImageJ 1.42g analysiert.

4.7 Infektionsversuche

4.7.1 Luciferase-Messung

Im Pseudoviren-Infektionsversuch kann die Menge der nach Infektion im Zellkern
transkribierten pseudoviralen DNA Uber die Expression des Reporterenzyms Luci-
ferase bestimmt werden. Dieses katalysiert in Anwesenheit von Adenosintriphosphat
(ATP) und Magnesiumionen die oxidative Decarboxylierung von Luciferin, was in einer

messbaren Lichtemission resultiert. Die Zellen wurden in 24-Well-Platten ausgesat,
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mit den Autophagiemodulatoren fir eine Stunde vorinkubiert oder unbehandelt gelas-
sen und alle fir 18 (Rapamyzin) beziehungsweise 24 (3-Methyladenin) Stunden infi-
ziert. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Fixierung durch Einfrieren bei
-20°C fur mindestens zehn Minuten und die Lyse durch zwanzig Minuten Inkubation
auf dem Schuittler bei Raumtemperatur mit 250 pl 1:5 verdiinntem Lysepuffer (Reporter
Lysis Buffer, Promega) pro Well. AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Pipetten-
spitze mechanisch vom Boden des Wells abgel6st, in je ein Mikroreaktionsgefal? auf-
genommen, gevortext und abzentrifugiert (13000/min fir 3 Minuten). Vom Uberstand
wurden je 150 pl in ein Well der weif3en LIA 96-Well Platte pipettiert. Die Lumineszenz-
messung erfolgte nach automatischer Zugabe von je 50 pl Luciferase-Assay-Puffer im

Chemiluminometer Tristar LB941.

4.7.2 Zytotoxizitatstest Uber Laktatdehydrogenase-Messung

Eine verringerte Zellzahl oder Zellviabilitat durch zytotoxische Effekte der Autopha-
giemodulatoren fihrt zu verringerten Lumineszenzwerten im Pseudoviren-Infektions-
versuch. Zur Relativierung wurde die Konzentration von Laktatdehydrogenase (LDH),
einem konstitutiv exprimierten Enzym, in jedem Zelllysat bestimmt. Dies geschah mit-
hilfe des CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay ebenfalls am Che-

miluminometer Tristar LB941.

4.8 SDS-Page

Die Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) -Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-Page) dient der Auftrennung eines Proteingemischs aus Zelllysat. Je nach La-
dung und Groél3e durchlaufen die Proteine unterschiedliche Strecken in einer Gelmatrix

im elektrischen Feld.

4.8.1 Herstellung der Gele

Das Gel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen, die durch Abstandshalter und
Klammern nah aneinander befestigt wurden. Zuerst wurden die Komponenten fiir das
Trenngel gemischt, zwischen die Glasplatten gefillt und polymerisierten dreil3ig Minu-
ten bei Raumtemperatur. Ein schmaler Streifen wurde anschlielend mit Sammelgel

aufgefillt, wobei ein eingesetzter Kamm Taschen fur die Proben formte.
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Tabelle 4.1: Komponenten von Trenn- und Sammelgel fur die SDS-Page

Methoden

Trenngel 10,0%

Sammelgel 5,0%

Aqua dest. 14,2 mi 8,8 ml
Acrylamid Stammlésung 11,7 mi 2,5ml

8,8 ml Losung B 3,75 Loésung C
APS (Ammoniumpersulfat) 350,0 pl 150,0 pl
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 17,5 pl 15,0 pl

4.8.2 Elektrophorese

Die Zellen wurden in 24-Well Platten ausgeséat und je nach Experiment weiter behan-
delt. Am Ende folgte ein Waschschritt mit PBS, woraufhin die Zellen je Well mit 70 pl
2,5x Laemmli +10% B-Mercaptoethanol in ein Mikroreaktionsgefall aufgenommen wur-
den. Die Proben wurden anschlie3end fur finf Minuten bei 95°C im Heizblock gekocht
und eingefroren. Die Glasplatten mit dem Gel wurden in die Elektrophoresekammer
geklemmt, diese mit 1 11:10 verdinntem 10x SDS-PAGE-Laufpuffer befllt, die Proben
durch erneutes Kochen fir finf Minuten aufgetaut, anzentrifugiert und vorsichtig in die
Taschen des Gels aufgetragen. Eine weitere Tasche wurde mit dem GrdlRenmarker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, sowie fur einen geraden Lauf der Proben
rechts und links jeweils zwei Taschen mit reinem 2,5x Laemmli +10% [-Mercaptoetha-
nol beflillt. Die Elektrophorese lief bei 200 V und 75 mA flr etwa drei Stunden.

4.9 Western Blot

Der Western Blot folgt auf die SDS-Page. Die im Gel aufgetrennten Proteine werden
dabei durch erneutes Anlegen eines elektrischen Felds auf eine Membran tbertragen.
Das ermdglicht die Detektion von Proteinbanden durch Antikorper.

4.9.1 Proteintransfer

Dazu wurde das Gel mit den Proteinen auf die Amersham Protran™ 0,45 um Nitrozel-
lulosemembran gelegt und zwischen zwei Filterpapieren und einem diinnen Schwamm
auf jeder Seite in die Blot-Kassette geklemmt. Zur Verhinderung von Luftblasen wurde
jede Schicht vorher in 1x Western Blot-Transferpuffer getrankt und vorsichtig glattge-
strichen. Die Kassette wurde schlief3lich senkrecht in die mit 1x Western Blot-Trans-

ferpuffer beflillte Blot-Kammer eingehangt und der Western Blot flr zwei Stunden bei
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400 mA laufen gelassen. Zur Kontrolle des vollstandigen Proteintransfers erfolgte an-
schlielBend eine unspezifische Proteinfarbung der Membran mit Ponceau S-Ldsung,

die mit PBS schnell wieder ausgewaschen werden konnte.

4.9.2 Proteindetektion

Nach dem Blocken unspezifischer Bindestellen der Membran in PBS/5% Magermilch
fur zwanzig Minuten auf dem Schdttler bei Raumtemperatur wurde der primare Anti-
korper, entsprechend in PBS/5% Magermilch verdinnt, zugegeben und die Membran
darin Uber Nacht bei 4°C auf dem Schdttler inkubiert. Am néachsten Tag folgten drei
Waschschritte mit PBS/0,1% Tween fur je zehn Minuten, woraufhin der sekundare
HRP (horse radish peroxidase) -Antikdrper 1:10000, ebenfalls in PBS/5% Magermilch
verdunnt, zugegeben wurde. Nach einer Stunde Inkubation auf dem Schuttler bei
Raumtemperatur erfolgten die letzten Waschschritte mit PBS/0,1% Tween und PBS
(beides dreimal fir je 10 Minuten). Die Belichtung und Entwicklung der Filme erfolgte
in einer Dunkelkammer nach Inkubation der Membran mit 1 ml der beiden vermischten

Komponenten des Western Lightning™ Plus-ECL-Kits zur Chemilumineszenz.

4.10 Co-Immunoprazipitation

Bei der Co-Immunoprézipitation kann nachgewiesen werden, dass zwei Proteine einen
Komplex bilden. Ob sie direkt oder Uber zwischengeschaltete Proteine interagieren,
lasst sich dabei allerdings nicht unterscheiden. Es wird ein spezifischer Antikérper an
magnetische Beads gebunden, was die Separation dieses Zielproteins inklusive aller
interagierenden Proteine aus dem Zelllysat ermdglicht. Die Zellen wurden dazu in 10
cm Petrischalen ausgesét und am nachsten Tag fur 18 Stunden mit HPV16 Pseudovi-
ren infiziert. Je Probe wurden 50 pl der magnetischen Dynabeads™ M280 Sheep anti-
Mouse IgG vorbereitet, indem sie an einem magnetischen Eppistander von der Tra-
gerflussigkeit separiert, diese abpipettiert und die Beads in 200 ul PBS/0,02%Tween
resuspendiert wurden. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt, woraufhin jeder
Probe der spezifische Antikorper, entsprechend in 200 ul PBS/0,02%Tween verdinnt,
zugegeben wurde. Um die Antikdrper an die Beads zu binden, wurde das Gemisch fur
mindestens zwanzig Minuten auf einem rotierenden Rad bei Raumtemperatur inku-
biert. Wahrenddessen erfolgte der Aufschluss der infizierten Zellen. Nach einem
Waschschritt mit Hepes Puffer wurde je Petrischale 1 ml Hepes/1% Chaps zur Lyse

zugegeben. Das Lysat wurde mechanisch mit einem Potter und schlief3lich durch drei
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Zyklen a zwanzig Sekunden Ultraschall weiter aufgeschlossen. Als spatere Input Kon-
trolle wurden nun von jeder Probe 50 ul des Lysats in je 12,5 pl 5x Laemmli aufgenom-
men, finf Minuten bei 95°C im Heizblock aufgekocht und eingefroren. Die Beads mit
den gebundenen Antikérpern konnten nun wieder von der PBS/0,02%Tween separiert
und mit den Zelllysaten resuspendiert werden. Dieses Gemisch wurde bei 4°C Uber
Nacht auf einem rotierenden Rad inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Separation
der Beads vom Zelllysat, das daraufhin verworfen wurde, und die Beads wurden erneut
drei Mal mit PBS/0,02%Tween gewaschen. Schliel3lich wurde der Waschpuffer abpi-
pettiert, die Beads in je 60 ul 2,5x Laemmli +10% B-Mercaptoethanol resuspendiert
und far finf Minuten aufgekocht, um Antikérper und gebundene Proteinkomplexe von
den Beads zu trennen, die daraufhin abzentrifugiert wurden (13000/min fir eine Mi-
nute). Nach erneuter Separation am magnetischen Eppistander konnten die Proben
ohne die Beads aufgenommen und in die Gel-Taschen fur die SDS-Page (Kapitel 4.8)
aufgetragen werden. Der Nachweis prazipitierter und co-prazipitierter Proteine erfolgte

schlieB3lich Uber einen Western Blot (Kapitel 4.9).

4.11 Statistische Methoden

Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt. Die Testung erfolgte mit einem Zwei-
stichproben-t-Test fur unverbundene Stichproben mit Microsoft Excel 2016. Stichpro-
ben mit signifikantem Unterschied zur Kontrollstichprobe sind in den Abbildungen mit
einem Sternchen markiert. Alle signifikanten Ergebnisse beruhen, wenn nicht anders
angegeben, auf mindestens drei unabhangigen Wiederholungen eines Experiments.
Der Fehlerbalken in den Abbildungen stellt den standard error of the mean (SEM) dar.
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5 Ergebnisse

5.1 p62 —ein proviraler Faktor der HPV-Infektion

Um neue zellulare Faktoren im endosomalen Transport HPV-gefillter Vesikel zu iden-
tifizieren, haben Mitarbeiter der AG Florin eine Endosomenpraparation durchgefinhrt.
Dazu wurden HelLa-, HaCaT-Zellen und primére Keratinozyten (normal human epider-
mal keratinocytes, NHEK) fur vier und sieben Stunden infiziert; als Kontrolle dienten
nicht infizierte Zellen. Die Zellen wurden aufgeschlossen, Zellkerne und unldsliche Be-
standteile prapariert und der zytoplasmatische Uberstand mittels Saccharose-Dichte-
gradienten-Zentrifugation fraktioniert (68). Die endosomalen Fraktionen wurden mittels
qguantitativer Massenspektrometrie untersucht. Dabei wurden etwa hundert Proteine
identifiziert, deren Anreicherung uber den Verlauf von vier und sieben Stunden nach
Infektion zunahm. Bei etwa 25 dieser Proteine, darunter p62, hatte aul3erdem die
siRNA-Depletion einen negativen Effekt auf die HPV-Infektion. p62 wird also an HPV-
gefillte Endosomen rekrutiert und scheint einen proviralen Effekt auf die HPV-Infektion
zu haben (unveréffentlichte Ergebnisse der AG Florin).

5.2 p62 bildet einen Komplex mit den viralen Kapsidproteinen L1
und L2

Wenn durch Ansauerung in multivesikularen Endosomen die Kapsidstruktur der Viren
verandert und das virale Genom entpackt wird, kann der C-Terminus des minoren
Kapsidproteins L2 die Endosomenmembran destabilisieren, durchdringen und mit zy-
tosolischen Proteinen interagieren, was einen entscheidenden Schritt fir den weiteren
Infektionsweg darstellt (25, 69, 70). Wenn auch der Mechanismus der Rekrutierung
von p62 an HPV-gefullte Endosomen nicht bekannt ist, liegt doch die Vermutung nahe,
dass p62 mit dem ins Zytosol ragenden L2 interagiert. Um das zu testen, habe ich, wie
in Kapitel 4.10 beschrieben, eine Co-Immunoprazipitation mit p62 aus dem Lysat HPV-
infizierter HeLa-Zellen durchgefiihrt. Dabei wird das Zielprotein p62 mitsamt direkt
oder indirekt interagierenden Proteinen prazipitiert. HeLa-Zellen wurden dazu in drei
Petrischalen ausgesat und am nachsten Tag mit HPV16 Pseudoviren flr 18 Stunden
infiziert. Die Zellen wurden lysiert und das Zelllysat mit den an magnetische Beads
gebundenen Antikérpern inkubiert. Verwendet wurde der monoklonale Mausantikorper
p62 (Abcam). Als Kontrollen dienten zwei Proben. In einer wurde aus Mauseserum

gereinigtes Kontroll-IgG (Sigma) an die Beads gebunden, in der zweiten befanden sich
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nur magnetische Beads ohne Antikorper. Das Prazipitat konnte ich schlief3lich, wie in
Kapitel 4.8 und 4.9 erlautert, mittels SDS-Page und Western Blot auf L2 sowie auf das
majore Kapsidprotein L1 untersuchen. Hierbei wurden der polyklonale Kaninchenanti-

korper K75 fur L1 und der monoklonale Mausantikdrper L2-1 fur L2 verwendet.
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Abbildung 5.1: Western Blot nach Co-Immunoprazipitation von p62 mit L1 und L2 in HeLa-Zellen nach
18 Stunden Infektion.

Die linke Seite zeigt die Input-Kontrolle der drei Lysate; der Nachweis erfolgte mit den Antikdrpern K75
(L1), L2-1 (L2) und dem p62-spezifischen monoklonalen Mausantikérper (Abcam). Die rechte Seite zeigt
in der gleichen Probenreihenfolge die Prazipitate; v.l.n.r.: magnetische Beads ohne Antikdrper (Kontr.),
mit p62-Antikdrper (p62), mit murinem Kontroll-IgG (IgG Kontr.). Es handelt sich um reprasentative

Bilder aus drei unabhangigen Experimenten.

Der Western Blot zeigt deutlich, dass beide Kapsidproteine mit p62 co-prazipitieren.
Lasst sich mit einer Co-Immunoprazipitation auch keine Aussage Uber die genaue Art
der Interaktion und eventuelle Adapterproteine treffen, belegen diese Ergebnisse doch
eindeutig, dass p62 mit L1 und L2 einen Komplex bildet. Da ein geringer Anteil L1 auch
nach dem Kapsid-Disassembly beim L2/virale DNA Komplex verbleibt und mit in den

Kern gelangt (23), ist es auch 18 Stunden nach Infektion hier noch nachweisbar.

5.3 Die funktionelle Bedeutung von p62 in der HPV-Infektion

Unveroffentlichte Ergebnisse der AG Florin zeigen fur HeLa- und NHEK-Zellen, dass
die siRNA-Depletion von p62 in einer reduzierten Infektionsrate resultiert. In p62-defi-

zienten Zellen erreichen deutlich weniger Komplexe aus L2 und viraler DNA die PML
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NBs im Zellkern, an denen die Transkription initiiert wird. Eine relevante Funktion von
p62 fur die Virusaufnahme in die Zelle und das Kapsid-Disassembly konnte schon in
friheren Versuchen ausgeschlossen werden. Es bleibt also noch zu klaren, tber wel-
chen Mechanismus p62 die Infektion, beziehungsweise das Erreichen der Komplexe
aus L2 und viraler DNA an den PML NBs, begunstigt.

5.3.1 Zellulare p62 Level nach Infektion

Da die bereits vorliegenden Ergebnisse p62 als einen proviralen Faktor in der HPV-
Infektion definieren, stellt sich die Frage, ob zellulare Level von p62 im Rahmen der
HPV-Infektion beeinflusst, beziehungsweise hochreguliert werden. Dies sollte durch
einen Western Blot nach SDS-Page, wie in den Kapiteln 4.8 und 4.9 erlautert, unter-
sucht werden. HeLa- und HaCaT-Zellen wurden dazu fir 24 Stunden mit einer HPV16

Pseudovirus- oder einer Kontroll-Praparation (mock) infiziert.

Hela HaCaT
i —72 kDa
p62""""--h---ﬂr-‘ T N ey e ey e

—40 kDa

mock 24 hpi mock 24 hpi
Abbildung 5.2: Das p62 Level bleibt wahrend der HPV-Infektion unveréandert

Western Blot nach SDS-Page mit je vier mock-infizierten (links) und vier infizierten (rechts) Proben von
HelLa- und HaCaT-Zellen. Die Farbung erfolgte mit dem p62-spezifischen monoklonalen

Mausantikdrper (Abcam) und dem monoklonalen Mausantikdrper B-actin (Sigma) als Ladekontrolle.

Der Western Blot zeigt deutlich, dass die Proteinmenge von p62 in HeLa- und HaCaT-
Zellen durch die HPV-Infektion unbeeinflusst bleibt.

5.3.2 p62 Depletion

Um die Funktion von p62 in der HPV-Infektion genauer zu definieren, habe ich die p62-
Translation mittels siRNAs, wie in Kapitel 4.4 beschrieben, gehemmt und die Auswir-

kung der Proteindepletion auf bestimmte Schritte der Infektion untersucht. Dazu wur-
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den HelLa- und HaCaT-Zellen jeweils fir 48 Stunden mit dem Pool aus p62-spezifi-
scher siRNA #1, #2, #3, und #4 (Sigma) inkubiert. Zur Knockdown-Kontrolle wurde ein
Western Blot nach SDS-Page, wie in Kapitel 4.8. und 4.9 erlautert, angefertigt.
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Abbildung 5.3: Der p62-spezifische siRNA-Pool reduziert zellulare p62 Level

Western Blot nach SDS-Page zur Knockdown-Kontrolle von p62 gefarbt mit dem monoklonalen
Mausantikdrper (Abcam). Pro Zelllinie wurden je zwei Proben mit Kontroll-siRNA (links: Kontr.) und zwei
mit dem p62 siRNA Pool (rechts) transfiziert. Zur Ladekontrolle wurde Aktin mit dem monoklonalen

Mausantikorper B-actin (Sigma) angefarbt.

Der Western Blot zeigt deutlich eine Reduktion des zellularen p62-Levels nach 48
Stunden Inkubation mit dem siRNA Pool. Die Methode kann also eingesetzt werden,
um Auswirkungen der p62-Depletion in HeLa- und HaCaT-Zellen zu untersuchen.

5.3.3 Keine Anreicherung der viralen DNA im Golgi nach p62 Depletion

Da die p62 Depletion zu einer verringerten Menge an L2 und viraler DNA im Zellkern
der infizierten Zellen fuhrt, habe ich untersucht, ob dies auf einen gestdrten intrazellu-
laren Transport zurtickzufiihren ist. Der Komplex aus L2 und viraler DNA nimmt beim
Transport zum Kern den Weg lber das Trans-Golgi-Netzwerk (56). Daher habe ich mir
den Einfluss der p62-Depletion auf die Kolokalisation zwischen viraler DNA und Golgi
in der Immunfluoreszenz angesehen. HelLa- und HaCaT-Zellen wurden auf Deckglas-
chen ausgesat, fur 48 Stunden mit dem p62-spezifischen siRNA Pool oder einer Kon-
troll-siRNA inkubiert (Kapitel 4.4.) und anschlieRend mit EQU-markierten HPV16 Pseu-
doviren flr zwolf Stunden infiziert. Die Farbung der fixierten Praparate erfolgte, wie in
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Kapitel 4.6.1 beschrieben, mit dem EdU-Click ROTI® Kit (Carl Roth) fir das virale Ge-
nom. Der Golgi wurde mit dem monoklonalen Mausantikdrper Golgin-97 (Thermo Fis-
her Scientific) und einem Fluorophor-markierten Sekundarantikérper (Thermo Fisher
Scientific) detektiert.
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Abbildung 5.4: verminderte Lokalisation viraler DNA im Golgi nach p62-Depletion

Quantitative Analyse der Kolokalisation von viraler DNA und Golgi in HeLa- und HaCaT-Zellen nach 48
Stunden p62- oder Kontroll-siRNA-Behandlung und anschlieRender HPV16-Infektion flr zwdlf Stunden.
Analysiert wurden je zwanzig Bilder pro Kondition aus drei unabhéngigen Experimenten mit der
Axiovision Software 4.7 (Zeiss). Die Kontrolle wurde auf hundert Prozent gesetzt. n.s. - nicht signifikant.

Die qualitative und die quantitative Analyse der Immunfluoreszenzbilder zeigen, dass
die Kolokalisation zwischen viralem Genom und Golgi nach p62-Depletion in beiden
Zelllinien verringert ist, wobei die Ergebnisse nicht signifikant sind. Eine Anreicherung
des Komplexes aus L2 und viraler DNA in Golgistrukturen nach p62-Depletion lasst
sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse allerdings ausschlie3en. Diese Daten las-
sen vermuten, dass die p62 Depletion intrazellulare Transportvorgange, die vor dem

Erreichen des Golgi Kompartiments stattfinden, beeintrachtigt.

5.3.4 Nach p62-Depletion reichert sich die virale DNA in autophagosomalen

Strukturen an

Als moglicher Erklarungsansatz fur die verringerte PML- und Golgi-Kolokalisation so-
wie fur die verringerte Infektionsrate nach p62-Depletion kam ein gesteigerter auto-
phagosomaler Abbau der Komplexe aus L2 und viraler DNA in Betracht. Es wurde

bereits gezeigt, dass Viruspartikel nach dem Zelleintritt in Autophagosomen zu finden
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sind (55). Um die genannte Hypothese zu Uberprifen, habe ich erneut Immunfluores-
zenzpraparate, wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, angefertigt und die Kolokalisation zwi-
schen viralem Genom und dem Autophagiemarker LC3 quantifiziert. HeLa- und
HaCaT-Zellen wurden fir 48 Stunden mit dem p62-spezifischen siRNA Pool oder einer
Kontroll-siRNA inkubiert und anschlielend mit EdU-markierten HPV16 Pseudoviren
fur acht Stunden infiziert. Wahrend der acht Stunden Infektionszeit wurden die Zellen
zusatzlich mit dem Autophagieinhibitor Bafilomyzin inkubiert, um die Verschmelzung
von Autophagosomen mit Lysosomen und damit deren Degradation zu unterbinden.
Somit reichern sich gefillte Autophagosomen an und ihr Inhalt bleibt detektierbar. Die
Farbung erfolgte wieder mit dem EdU-Click ROTI Kit (Carl Roth) fur das EdU-markierte
virale Genom und mit dem monoklonalen Mausantikérper LC3 gefolgt von einem Flu-

orophor-markierten Sekundarantikdrper (Thermo Fisher Scientific).
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Abbildung 5.5: Erhéhte Kolokalisation von viralem Genom mit Autophagosomenmarker LC3 nach p62-
Depletion

A Reprasentative Immunfluoreszenzaufnahmen nach Behandlung mit Kontroll-siRNA (obere Reihe)
oder p62-spezifischem siRNA Pool (untere Reihe) und anschlieBender Bafilomyzin-Behandlung (1,25
UM) und Infektion mit HPV16 Pseudoviren. Zu sehen sind das virale Genom (grin), LC3 (rot) und
kolokalisierende Bereiche (gelb). Der Kasten in der Ubersichtsaufnahme links wird in den weiteren
Bildern in Vergrol3erung gezeigt. Es ist in beiden Zelllinien deutlich zu sehen, dass in p62-defizienten

Zellen mehr virales Genom mit LC3 kolokalisiert als in den Kontrollzellen.

B Quantifizierung der kolokalisierenden (gelben) Pixel mit Axiovision Software 4.7 (Zeiss). Die
Kontrollzellen wurden auf hundert Prozent gesetzt. Es wurden je zwanzig Bilder pro Kondition aus drei
unabhéngigen Experimenten analysiert. In beiden Zelllinien zeigt sich eine signifikante Erhéhung der

Kolokalisation nach p62-Depletion (p < 0,000012 in HelLa-, p < 0,000242 in HaCaT-Zellen).
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Dank Autophagiehemmung mit Bafilomyzin zeigt dieses Experiment deutlich, dass die
Komplexe aus L2 und viraler DNA sich in p62 defizienten Zellen vermehrt in autopha-
gosomalen Strukturen anreichern und unter normalen Umsténden vermutlich schnell
degradiert wirden. In einem ersten Anlauf dieses Experiments ohne Bafilomyzin liel3
sich virale DNA namlich kaum in der Autophagie nachweisen (nicht gezeigt). Die An-
wesenheit von p62 verhindert also im Umkehrschluss den Weg der Komplexe aus L2
und viraler DNA in die Autophagie und fordert den erfolgreichen Transport in den Zell-

kern.

5.3.5 In HelLa-Zellen fuhrt die p62-Depletion zu gesteigerter L2-Degradation

Als Mechanismus der infektionsférdernden Wirkung von p62 lag nach den Immunfluo-
reszenzversuchen der Schutz vor autophagosomaler Degradation der L2/virale DNA
Komplexe nah. Um das zu Uberprufen, habe ich in einem Western Blot nach Infektion
den L2-Gehalt von p62-defizienten Zellen mit Kontrollzellen verglichen. Dazu wurden
HelLa- und HaCaT-Zellen fir 48 Stunden mit dem p62-spezifischen siRNA Pool oder
einer Kontroll-siRNA inkubiert und anschlielend mit HPV16 Pseudoviren fur 18 Stun-
den infiziert. Zur Bekraftigung der Autophagie als relevanten Abbauweg der L2/virale
DNA Komplexe, wurde jeweils der Halfte der Proben wahrend der Infektionszeit der
Autophagieinhibitor Bafilomyzin (vgl. Kapitel 5.3.4) zugegeben. Anschliel3end konnten
die Proben, wie in Kapitel 4.8 und 4.9 erlautert, mittels SDS-Page und Western Blot
auf ihren L2-Gehalt untersucht werden. Gefarbt wurde dabei mit dem monoklonalen
Mausantikoérper L2-1 fur L2, dem monoklonalen Mausantikdrper p62 (Abcam) zur
Knock-Down-Kontrolle sowie dem monoklonalen Mausantikdrper 3-actin (Sigma) zur
Ladekontrolle.
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Abbildung 5.6: erhdhte Degradation von L2 nach p62-Depletion in HeLa-Zellen

A Reprasentativer Western Blot nach SDS-Page je mit Duplikaten von HelLa- und HaCaT-Zellen, die
mit Kontroll-siRNA (Kontr.) oder p62-spezifischem siRNA Pool behandelt wurden. Wéahrend der
anschlieenden Infektion mit HPV16 Pseudoviren fir 18 Stunden wurden den rechten vier Proben jeder
Zelllinie Bafilomyzin (1,25 pM, +Bafi.) zugesetzt. Gefarbt wurde mit dem monoklonalen Mausantikdrper
L2-1 fur L2, dem monoklonalen Mausantikérper p62 (Abcam) als Knock-Down-Kontrolle sowie dem

monoklonalen Mausantikérper R-actin (Sigma) als Ladekontrolle.

B Quantifizierung des L2-Signals mit der freien Software Imaged 1.42g. Es wurden je Kondition
insgesamt 4 Proben (n=4) aus 2 unabhéngigen Experimenten analysiert. Die verglichenen Proben sind
durch horizontale Balken verbunden, wobei die jeweiligen Kontrollzellen auf hundert Prozent gesetzt
wurden. *- signifikant zu jeweiligen Kontrollzellen (HeLa-Proben v.l.n.r. p < 0,0107, p < 0.0209, n.s. -
nicht signifikant; HaCaT-Proben v.l.n.r. p < 0,0016, p < 0,0001, p < 0,0224).

In den Kontrollzellen beider Zelllinien war die Menge an L2 nach Bafilomyzinbehand-
lung signifikant erhéht. Ohne Bafilomyzinbehandlung verhielten sich HelLa- und
HaCaT-Zellen gegensatzlich. Wahrend bei den HelLa-Zellen die p62-Depletion wie er-
wartet zu einer signifikanten L2-Reduktion fihrte, war in p62-defizienten HaCaT-Zellen
vermehrt L2 vorhanden. Auf die Bildung des Aktin-Quotienten wurde in diesem Expe-
riment verzichtet, da es sich bei L2 um ein in definierter Menge zugesetztes Protein
handelt. Im Gegensatz zu zellularen Proteinen wird es nicht proportional zur Zellzahl
nachsynthetisiert, sondern im Gegenteil von mehr Zellen sogar schneller degradiert.
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Die Aktinquantifizierung diente lediglich zur groben Kontrolle vergleichbarer Proben
(nicht gezeigt). In HeLa-Zellen fuhrt die p62-Depletion, wie nach den Immunfluores-
zenzversuchen erwartet, zu einer verstarkten Degradation von L2. Dass der Unter-
schied nach Bafilomyzinbehandlung geringer ausfallt, unterstitzt die Vermutung der
Autophagie als relevantem Degradationsweg der L2/virale DNA Komplexe: wird dieser
blockiert, ist in Autophagosomen angereichertes L2 noch detektierbar. Die HaCaT-
Zellen hingegen zeigten mit erh6htem L2-Level nach p62-Depletion ein gegensatzli-
ches Ergebnis. Das Modell des Schutzes vor autophagosomaler Degradation durch
p62 lasst sich also auf HelLa-Zellen anwenden, bei den HaCaT-Zellen scheinen zu-

satzlich noch andere Mechanismen eine Rolle zu spielen.

5.3.6 Infektionsversuche nach Modulierung friher Autophagieschritte

Die Rolle der Autophagie in der HPV-Infektion ist noch nicht eindeutig geklart (53-55).
Um sie genauer zu untersuchen, habe ich getestet, wie sich eine Steigerung und im
Gegensatz dazu eine Hemmung der Autophagie auf die Infektion auswirken. Die Inku-
bation von HeLa- und HaCaT-Zellen mit Rapamyzin beziehungsweise 3-Methyladenin
induzierte beziehungsweise hemmte die Bildung von Phagophoren, der Vorstufe von
Autophagosomen (vgl. Abb. 6.1). Nach einer Stunde Vorinkubation mit den Modulato-
ren wurden die Zellen fur 18 (Rapamyzin) beziehungsweise 24 (3-Methyladenin) Stun-
den mit HPV16 Pseudoviren infiziert. Die kurzere Infektionsdauer der Rapamyzin-Pro-
ben liegt in der starker zytotoxischen Wirkung begrtindet. Die Messung erfolgte tber
einen Luciferase-basierten Infektionsversuch mit Relativierung an die Zellviabilitat wie

in Kapitel 4.7 beschrieben.
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Abbildung 5.7: Autophagie wirkt der HPV-Infektionsrate entgegen

Auswertung des Infektionsversuchs nach Inkubation mit Rapamyzin (Rapa, 50nM) oder 3-Methyladenin
(3-MA, 5mM) in HelLa- und HaCaT-Zellen. Es wurden je funf Proben pro Kondition aus drei
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unabhéngigen Experimenten einbezogen. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf hundert Prozent
gesetzt. *- signifikant zu Kontrollzellen (HeLa-Proben: 3-MA p < 0,0054, Rapa. p < 0,0009; HaCaT-
Proben: 3-MA p.<. 0,0072, Rapa. p.<. 0,0282).

Gemal der Vorstellung der Autophagie als antiviralem Mechanismus gegen die HPV-
Infektion resultiert die Hemmung der frihen Autophagie in einer deutlichen Erh6hung
der Infektionsrate, wohingegen eine durch Rapamyzin gesteigerte Bildung von Auto-

phagosomen die Infektionsrate senkt.

Zusammenfassend lasst sich zu diesen Versuchen festhalten, dass ein wichtiger As-
pekt der proviralen Funktion von p62 darin besteht, dem Transport der Komplexe aus
L2 und viraler DNA in Autophagosomen entgegenzuwirken. Zumindest in HeLa-Zellen
liel3 sich auch die gesteigerte, vermutlich autophagosomale, Degradation nach p62-
Depletion nachweisen. Die Infektionsversuche bestatigen nochmal, dass Autophagie

tatsachlich einen zellularen Abwehrmechanismus gegen die HPV-Infektion darstellt.

5.4 Die HPV-Infektion induziert eine Assoziation von p62 mit PML
NBs

Wie vorherige Immunfluoreszenz-Versuche der AG Florin zeigen, begleitet p62 den
Komplex aus L2 und viraler DNA in den Nukleus, genauer gesagt zu PML NBs. Um
den Einfluss der HPV-Infektion auf die Assoziation von p62 und PML-Protein im Kern
genauer zu untersuchen und zu quantifizieren, habe ich einen Proximity Ligation Assay
(PLA) durchgefuhrt. Hierbei kbnnen zwei einzelne Proteine, vorausgesetzt sie liegen
eng assoziiert vor, durch Amplifikation des Fluoreszenzsignals nachgewiesen werden.
Dazu mussten spezielle Immunfluoreszenzpraparate, wie in Kapitel 4.6.2 erlautert, un-
ter Verwendung des Duolink® In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit (Sigma) ange-
fertigt werden. HelLa- und HaCaT-Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und am
nachsten Tag fur 24 Stunden mit HPV16 Pseudoviren infiziert oder unbehandelt ge-
lassen. Nach Fixierung konnten, wie in der normalen Immunfluoreszenz, der monoklo-
nale Mausantikdrper p62 (Abcam) und der polyklonale Kaninchenantikérper PML
(Santa Cruz) als Priméarantikorper eingesetzt werden. Die Sekundarantikorper, fluores-
zierende Nukleotide und Enzyme (Ligase und Polymerase) zur Amplifikation des Sig-
nals sind alle im Kit des Herstellers enthalten. Die Zellkerne werden beim Einbetten

der Glaschen durch das im Einbettmedium enthaltene DAPI angefarbt.
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Abbildung 5.8: Die HPV-Infektion steigert die Assoziation von p62 und PML im Nukleus.

A Reprasentative Aufnahmen zeigen die Zellkerne (grau) und das PLA-Fluoreszenzsignal (rot) von p62

und PML in nicht infizierten HeLa und HaCaT-Zellen (links) oder nach 24 Stunden Infektion (rechts).

B Quantifizierung des PLA Signals mithilfe der ImageJ 1.42g Software durch Messung der
Fluoreszenzpixel und Relativierung an den DAPI-Pixeln je Bild. Die Kontrollzellen wurden auf hundert
Prozent gesetzt und es zeigte sich eine signifikante (p < 0,000014 fir HeLa-; p <. 0,000003 fiir HaCaT-
Zellen) Erhéhung des Fluoreszenzsignals in den Zellen 24 Stunden nach Infektion. Ausgewertet wurden

je zwanzig Bilder pro Kondition aus drei unabhéngigen Experimenten.

Der Proximity Ligation Assay zeigt in beiden Zelllinien eine deutlich erhéhte Assozia-
tion zwischen p62 und PML-Protein im Kern 24 Stunden nach Infektion im Vergleich
zu nicht infizierten Zellen. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen aus
der normalen Immunfluoreszenz und belegen die enge raumliche Assoziation der bei-

den Proteine, die ursachlich auf die HPV-Infektion zurlickzufiihren ist.
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5.5 Die antiviralen Proteine Sp100 und MYPOP nach HPV-Infektion

Die Uberexpression von L2 induziert, vermutlich durch Degradationsprozesse, eine
Reduktion des antiviralen Proteins Sp100 an den PML NBs (35). Da p62 ein Autopha-
gie Adapter ist, habe ich untersucht, ob die HPV-Infektion durch Rekrutierung von p62
in die PML NBs ebenfalls eine Sp100 Degradation oder die Degradation des antiviralen
MYPOP Proteins bewirken kann. Um die Proteinlevel infizierter und nicht infizierter
Zellen im Western Blot zu vergleichen, wurden HelLa- und HaCaT-Zellen fir je 24 Stun-
den mit HPV16 Pseudoviren oder einem Kontrollpraparat (mock) infiziert, lysiert, in der
SDS-Page aufgetrennt und auf eine Membran transferiert, wie in Kapitel 4.8 und 4.9
erlautert. Gefarbt wurde mit dem Kaninchenantikorper Sp100 und dem monoklonalen
Mausantikoérper B-actin (Abcam) als Ladekontrolle. Eine weitere Farbung erfolgte mit
einem polyklonalen Kaninchenantikorper gegen MYPOP (Abcam), einem Restriktions-
faktor der HPV-Transkription, der im Zuge der HPV-Onkogenese herunterreguliert wird
(43).
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Abbildung 5.9: Die Level von Sp100 und MYPOP sind 24 Sunden nach Infektion nicht verandert.

Western Blot nach SDS-Page mit je vier fir 24 Stunden Mock-infizierten (links) und vier infizierten
(rechts) Proben von HelLa- und HaCaT-Zellen. Die Féarbung erfolgte mit dem Spl100-spezifischen
Kaninchenantikoérper, dem MYPOP-spezifischen polyklonalen Kaninchenantikdrper (Abcam) und dem
monoklonalen Mausantikérper B-actin (Sigma) als Ladekontrolle.

Der Western Blot zeigt, dass die zellulare Proteinmenge von Sp100 und MYPOP durch
die HPV-Infektion nicht beeinflusst wird. Untersucht wurde hier das gesamte Zelllysat,
wodurch eine eventuelle Relokalisation der Proteine innerhalb der Zelle im Zuge der

Infektion nicht auszuschlieRen ist. Uber die Funktion von p62 im Zellkern kann daher
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vorerst nur spekuliert werden. Zusammenfassend kann allerdings gesagt werden,
dass p62 die Viren vor dem Transport in Autophagosomen bewabhrt, den infektiésen
Komplex aus L2 und viraler DNA in den Kern begleitet und die Infektion unterstitzt.

5.6 Der Einfluss von L2 auf p62 und die PML NBs

Um Effekte des minoren Kapsidproteins L2 zu untersuchen, kann L2 durch DNA-

Transfektion, wie in Kapitel 4.5 erlautert, Gberexprimiert werden.

5.6.1 p62undL2in PML NBs

Eine weitere Fragestellung zu p62 betraf die mogliche Beeinflussung der Kolokalisa-
tion von L2 und PML-Protein. Dazu wurden HelLa- und HaCaT-Zellen auf Deckglas-
chen ausgesét, am nachsten Tag mit dem Pool aus p62-spezifischer sSIRNA oder einer
Kontroll-siRNA fur 48 Stunden inkubiert und anschliel3end mit einem Expressionsplas-
mid fur YFP-markiertes (yellow fluorescent protein) L2 weitere 24 Stunden inkubiert.
Die Farbung der fixierten Immunfluoreszenzpraparate erfolgte mit dem monoklonalen
Mausantikérper p62 (Abcam), dem polyklonalen Kaninchenantikérper PML (Santa
Cruz) und Fluorophor-markierten Sekundarantikérpern (Thermo Fisher Scientific), die
dann, wie auch das fluoreszierende L2-YFP, unter dem Fluoreszenzmikroskop

Axiovert 200M (Zeiss) detektiert werden konnten.

HaCaT

Abbildung 5.10: Kolokalisation von L2-YFP, p62 und PML in HaCaT-Zellen

Gezeigt ist eine reprasentative Aufnahme von HaCaT-Zellen nach Inkubation mit Kontroll-siRNA fur 48
Stunden und Uberexpression von L2-YFP fur 24 Stunden in den beiden linken Zellen der
Ubersichtsaufnahme (links). Sichtbar sind L2-YFP (griin), PML (rot) und p62 (blau). Die Kasten in der
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Ubersichtsaufnahme sind auf den weiteren Bildern vergréRert dargestellt, wobei die obere Reihe eine

nicht L2-YFP exprimierende Zelle, die untere eine L2-YFP exprimierende zeigt.

L2, PML und p62 kolokalisieren wie in der Abbildung gezeigt; allerdings scheint p62
die Kolokalisation von L2 und PML nicht zu beeinflussen, da die vergleichende Analyse
nach p62-Depletion keine signifikanten Unterschiede hervorbrachte (Daten nicht ge-
zeigt). Es fiel aber auf, dass sich haufig in L2-exprimierenden Zellen die Anordnung
des PML-Proteins verandert darstellte. Wie auch in der beispielhaften Abbildung zu
sehen, organisiert sich das Gerustprotein der PML NBs in L2-exprimierenden Zellen
zu einzelnen groRen Kernkorperchen anstelle der Vielzahl kleinerer in nicht transfizier-

ten Zellen.

5.6.2 L2 verandert die Morphologie der PML NBs

Um die in Kapitel 5.6.1 beschriebenen Veranderungen der PML-Morphologie zu quan-
tifizieren, habe ich erneut Immunfluoreszenzpraparate, wie in Kapitel 5.6.1 erlautert,
angefertigt. In diesem Fall gentigte die DNA-Transfektion der HeLa- und HaCaT-Zel-
len, die mit einem L2 Expressionsplasmid wieder fir 24 Stunden erfolgte. L2 war nun
nicht mit YFP fusioniert, um unspezifische Effekte des YFP auszuschlieBen. Gefarbt
wurde mit dem monoklonalen Mausantikérper L2-1 fir L2 und dem monoklonalen
Mausantikorper fur p62 (Abcam) sowie Fluorophor-markierten Sekundéarantikérpern
(Thermo Fisher Scientific). Zur quantitativen Auswertung wurde jeweils der Durchmes-
ser des gro3ten PML Aggregats einer L2-exprimierenden Zelle mit der Axiovision Soft-
ware 4.7 (Zeiss) bestimmt und anhand dessen die PML-Morphologie als verandert
oder unverandert klassifiziert, wobei der Schwellenwert des Durchmessers fur HelLa-
Zellen bei 1,5 um und fir HaCaT-Zellen bei 2,0 um festgelegt wurde. Die Differenz der
Schwellenwerte liegt darin begriindet, dass die PML-Aggregate in HaCaT-Zellen ge-
nerell etwas gréRer sind und auch ohne L2-Expression haufig Uber 1,5 um Durchmes-

ser aufwiesen.
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Abbildung 5.11: Uberexprimiertes L2 induziert die Formierung groRer PML-Aggregate.

A Reprasentative Aufnahmen von L2-transfizierten neben nicht transfizierten HeLa- und HaCaT-Zellen;

L2 in griin und PML in rot gefarbt.

B Quantifizierung der veranderten PML-Morphologie anhand des gré3ten PML-Durchmessers pro Zelle.

Es wurden je flinfzig L2-exprimierende Zellen aus drei unabhéangigen Experimenten ausgewertet.

Die Quantifizierung bestatigte den Eindruck, dass L2-Expression das Muster des PML-
Proteins im Kern von HelLa- und HaCaT-Zellen héufig dahingehend verandert, dass
die zahlreichen kleinen PML NBs zu wenigen grof3en verschmelzen. Dies war in HeLa-
Zellen bei etwa zwei Dritteln, in HaCaT-Zellen bei etwa einem Drittel der L2-exprimie-

renden Zellen der Fall.

5.6.3 L2 beeinflusst das Level des Autophagiemarkers LC3

Es ist bereits publiziert, dass durch die HPV-Infektion zwar einerseits die zellulare Au-
tophagie als Abwehrmechanismus gesteigert wird (53), andererseits die Viren inhibie-
rend auf die Bildung von Autophagosomen wirken (54). Welche Anteile der Virusparti-
kel diesen Mechanismus in Gang setzen ist noch nicht bekannt; L2 kdnnte hier ein
modulierender Faktor sein. Daher habe ich wie in Kapitel 4.6.1 erlautert Immunfluores-
zenzpraparate von HelLa- und HaCaT-Zellen nach DNA-Transfektion mit einem L2

Plasmid fur 24 Stunden angefertigt. Die Zellen wurden zusatzlich fur sechs Stunden
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mit dem Autophagieinhibitor Bafilomyzin zur Blockierung des autophagosomalen Ab-
baus inkubiert. Die Farbung erfolgte mit einem monoklonalen Mausantikorper fur LC3
und dem monoklonalen Mausantikorper L2-1 fur L2, gefolgt von Fluorophor-markierten
Sekundarantikérpern.

HelLa
HaCaT

Abbildung 5.12: L2 exprimierende Zellen zeigen reduzierte LC3-Level.

Beispielhafte Aufnahmen von HelLa- und HaCaT-Zellen, gezeigt sind nur Gberexprimiertes L2 (blau) und
der Autophagiemarker LC3 (griin). Die LC3-Level sind insgesamt erhdéht nach Behandlung mit dem
Autophagie-Inhibitor Bafilomyzin (1,25 uM).

In der Immunfluoreszenz konnte ich beobachten, dass L2 Uberexprimierende Zellen
oft ein reduziertes LC3-Level aufwiesen. Dies war sowohl in HeLa- als auch in HaCaT-
Zellen der Fall. Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass L2 zur Suppression der
Autophagie beitragt.
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6 Diskussion

6.1 p62 bindet an eindringende HPV16-Partikel

Durch die Co-Immunopréazipitation von den beiden Kapsidproteinen L1 und L2 mit p62
konnte ich eine Komplexbildung zwischen dem Autophagie Adapter und eindringen-
den Viren nachweisen (Vgl. Kap. 5.2) und somit den Mechanismus des gemeinsamen
Transports in den Zellkern néher charakterisieren. p62 wird an HPV-gefullte Endoso-
men rekrutiert (unveroffentlichte Ergebnisse der AG Florin). Aufgrund des zugangli-
chen C-Terminus von L2 im Zytosol liegt die Vermutung von L2 als primérem Interak-

tionspartner nahe.

Dass L1 ebenfalls mit prazipitiert wurde, ist vermutlich ein indirekter Effekt durch Bin-
dung an L2. DiGuiseppe et al. hatten bereits vermutet, dass intakte L1 Kapsomere die
L2/virale DNA Komplexe bis in den Kern begleiten (23). Die viralen Bestandteile ver-
bleiben dabei in Membranvesikeln, die mitoseabhangig in den Kern gelangen (25, 71).
Passend dazu haben Day et al. mithilfe verschiedener L1-Immunfluoreszenzantikrper
und Elektronenmikroskopie ein neues Modell fir den Kerneintritt viraler HPV-Partikel
wahrend der Auflosung der Kernmembran in der Mitose vorgeschlagen. Entgegen des
bisher beschriebenen Kapsid-Disassembly konnten sie bis in den Kern intakte Virus-
partikel von urspringlicher Grof3e und Form nachweisen. Die Ansauerung nach der
Endozytose bewirkt demnach nur kleine Konformationsanderungen, die die Freilegung
des zytosolischen L2-Anteils ermdglichen, wobei die Kapsidstruktur insgesamt erhal-
ten bleibt. Passend dazu konnten sie auch deutlich mehr nukleares L1 detektieren, als
bisher angenommen (22). Insofern ist die Co-Prazipitation von L1 mit L2 und p62 auch
nach 18 Stunden Virusexposition nicht tberraschend.

Bezuglich L2 wére es interessant zu untersuchen, ob es sich um eine direkte Interak-
tion mit p62 handelt, oder ob die Verbindung durch eine Komplexbildung tGber zwi-
schengeschaltete Proteine zustande kommt. GemalR dem Modell von Sun et al. liegt
p62 in Kompartimenten vor, die zwar nicht membranbegrenzt, aber durch Phasense-
paration vom restlichen Zytosol abgegrenzt sind. Innerhalb dieser kdnnen zur Degra-
dation bestimmte ubiquitinylierte Proteine frei flottieren und dank erhaltener Konforma-
tion miteinander reagieren (48). Welche weiteren Proteine hier zusatzlich assoziiert
sind und womoglich an der Verbindung zwischen p62 und L2 mitwirken, wurde bisher
nicht untersucht (47). Vorerst sei festgehalten, dass p62 und L2 sehr wahrscheinlich
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bereits im Zytosol in Verbindung treten, die p62-Kompartimente die virushaltigen Vesi-
kel in sich aufnehmen und dies die Relokalisation von p62 mit den viralen Partikeln in

den Zellkern zur Folge hat.

6.2 p62 schitzt die viralen Partikel vor dem Weg in die Autophagie

Die Anreicherung der L2/virale DNA Komplexe an autophagosomalen Strukturen war
in der Immunfluoreszenz p62-defizienter HeLa- und HaCaT-Zellen deutlich zu sehen
(Vgl. Kap. 5.3.4). Ein wichtiger Aspekt der proviralen Funktion von p62 besteht also
darin, dem Transport der Komplexe aus L2 und viraler DNA in Autophagosomen ent-
gegenzuwirken. Dies steht in starkem Kontrast zur bisher bekannten Funktion von p62,
Zellbestandteile zu autophagosomalen Strukturen zu rekrutieren. Gemald unserem
Modell wirden in Anwesenheit von p62 mehr L2/virale DNA Komplexe den Kern errei-
chen und zu einer hoheren Infektionsrate fiihren. Das bestatigen Ergebnisse der AG
Florin von Immunfluoreszenz- und Infektionsversuchen nach p62-Depletion (unverof-

fentlichte Ergebnisse).

Zumindest flr HeLa-Zellen ist bekannt, dass die p62 Depletion als solche die Zahl der
Autophagosomen und den zellularen Autophagieumsatz nicht verandert (72). Der Ar-
rest der autophagosomalen Degradation durch die Behandlung mit Bafilomyzin (Vgl.
Abb. 6.1) war fir dieses Experiment unerlasslich. Nur so konnten die in Autophagoso-
men befindlichen L2/virale DNA Komplexe Uberhaupt detektiert werden, was in einem
ersten Anlauf des Experiments ohne Bafilomyzin misslang. Uber die Hemmung der
vakuolaren ATPase verhindert Bafilomyzin allerdings nicht nur die Verschmelzung von
Autophagosomen mit Lysosomen, sondern hat noch weitere Effekte auf den Infekti-
onsvorgang. Durch die beeintrachtigte Ansduerung von Kompartimenten kénnen die
Konformationséanderungen des Kapsids und auch die Reifung von friihen zu spaten
Endosomen erschwert werden (60). In meinem Immunfluoreszenzversuch waren die
L2/virale DNA Komplexe allerdings offensichtlich bis zu autophagosomalen Strukturen
gelangt und der beobachtete Unterschied eindeutig auf p62 zurtickzufihren, weshalb

mogliche Nebeneffekte von Bafilomyzin vermutlich zu vernachlassigen sind.

Es bleibt die Frage, Gber welchen Mechanismus L2 die Autophagie Adapter-Funktion
von p62 zugunsten der viralen Infektion beeinflusst. An dem RNA-Virus Coxsackie B3
konnte gezeigt werden, dass die Bildung einer viralen Protease p62 durch Spaltung
aul3er Kraft setzt (73). HPV scheint aber nicht nur die Autophagie Adapter-Funktion

von p62 aul3er Kraft zu setzen, sondern von der Anwesenheit des zellularen Proteins
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sogar zu profitieren. Einen vergleichbaren Nutzen der viralen Rekrutierung eines Au-
tophagie-Proteins haben Montespan et al. bei Adenoviren beobachtet. Diese DNA-
Viren enthalten ebenfalls eine Membran destabilisierende Sequenz, die im Gegensatz
zu HPV aber den Austritt aus Endosomen ins Zytosol bewirkt. Benachbart liegt ein
konserviertes PPxY-Motiv, wobei x fiir eine beliebige Aminoséaure steht. Dariber wird
die zellulare Ubiquitinligase Nedd4.2 rekrutiert und in ihrer Autophagie-Funktion limi-
tiert, wodurch sich weniger Autolysosomen formen und der Transport der Viren entlang
Mikrotubuli zum Zellkern erleichtert wird (74).

Denkbar fur HPV ware, dass p62 direkt oder indirekt Uber zwischengeschaltete Prote-
ine an den zytosolischen Bereich von L2 bindet und dabei eine fur Autophagie beno-
tigte Bindestelle unzuganglich macht. Uber welchen Autophagie Adapter und welche
L2-Aminosauresequenzen die Rekrutierung der L2/virale DNA Komplexe zu autopha-
gosomalen Strukturen vermittelt wird, ist allerdings noch nicht bekannt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Ubiquitin an ein SIM von L2 bindet (75), was sowohl die Rekrutie-
rung von p62 als auch von anderen Autophagie Adapter-Proteinen bedingen kénnte.
Ob die Markierung von L2 fur autophagosomale Degradation aber Gberhaupt durch

Poly-Ubiquitinylierung erfolgt, wurde bisher nicht untersucht.

Auch eine stabilisierende Wirkung von p62 auf L2 mit Schutz vor proteasomaler De-
gradation des zytosolischen Anteils ware moglich. Intaktes L2 steuert den erfolgrei-
chen Transport in den Zellkern, wahrend Degradationsprozesse es in seiner Funktion
stark einschranken koénnten und die viralen Transportvesikel eher in die Autophagie
geleitet wirden. Fest steht also, dass, entgegen der bisher bekannten Funktion von
p62 als Autophagie Adapter, die direkte oder indirekte Bindung von p62 an L2 die vi-
ralen Partikel vor dem Weg in Autophagosomen schiitzt und somit die Infektion be-
gunstigt.

6.3 p62 schitzt die viralen Partikel vor autophagosomaler Degrada-
tion

In HeLa-Zellen bestétigte der Western Blot nach p62-Depletion die gesteigerte L2-De-

gradation (Vgl. Kap. 5.3.5). Geméal} dem vorgeschlagenen Modell auf Basis der Im-

munfluoreszenzversuche wirden die endosomalen L2/virale DNA Komplexe ohne die

protektive Funktion von p62 vermehrt der autophagosomalen Degradation zugefihrt,

weshalb weniger L2-Protein nachweisbar war.
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Konsistent damit relativierte sich der Unterschied bei den Hela-Zellen, sobald Bafilo-
myzin eingesetzt wurde. Insgesamt war durch die Blockade des lysosomalen Abbaus
deutlich mehr L2 nachweisbar, wobei die p62-Depletion bei blockierter Degradation
nicht mehr zu einem signifikanten Unterschied fihrte. Diese Ergebnisse sprechen da-
fur, dass die autophagosomale Degradation tatséchlich der Weg ist, Uber den ein
Grol3teil der L2/virale DNA Komplexe ohne den p62-vermittelten Schutz abgebaut wer-

den.

Die gegensatzlichen Ergebnisse bei den HaCaT-Zellen lassen hingegen vermuten,
dass noch weitere Mechanismen eine Rolle spielen. Um eventuelle Interaktionen wah-
rend der im Vergleich zu den Immunfluoreszenzversuchen (Vgl. Kapitel 5.3.4) langen
Infektionszeit (18 statt 8 Stunden) zu reduzieren, habe ich das Experiment mit einer
auf acht Stunden verkurzten Infektionszeit wiederholt, was die hier gezeigten Unter-
schiede allerdings nur abschwachte (nicht gezeigt). Trotzdem lasst sich nicht aus-
schlieBen, dass in den 18 Stunden Infektionszeit p62-unabhangige Degradationsme-
chanismen in Kraft treten und speziell im Kern dort bereits vorhandenes L2 abgebaut
wird. Die viralen Partikel in den p62-defizienten Zellen gelangen weniger in den Kern

und waren maoglicherweise noch vermehrt in Transportvesikeln nachweisbar

Ein Erklarungsansatz fir die signifikante Verringerung des L2-Gehalts in p62-defizien-
ten HaCaT-Zellen unter Bafilomyzin wére hingegen der Einfluss von p62 auf den pro-
teasomalen Abbau. Da p62 selbst Substrat der Autophagie ist, miisste es bei einer
Blockade durch Bafilomyzin in der Zelle angereichert werden. Korolchuk et al. haben
eine p62-abhédngige Hemmung des proteasomalen Degradationsvorgangs gezeigt
(72). Demnach koénnte der in den Bafilomyzin-Kontrollzellen erhéhte L2-Gehalt auf
eine Hemmung des Proteasoms durch angereichertes p62 zuriickzufihren sein. Wah-
rend bei den HaCaT-Zellen also noch einige Fragen offenbleiben, unterstlitzen die Er-
gebnisse in HeLa-Zellen das bisherige Modell. Der Western Blot zeigt, dass p62 die
viralen Partikel nicht nur vor dem Transport in autophagosomale Strukturen, sondern

auch vor der tatséchlichen Degradation schiitzt.

6.4 Autophagie wirkt der HPV-Infektionsrate entgegen

Meine Infektionsversuche nach Hemmung und Induktion der Autophagie belegen kon-
sistent mit allen bisherigen Vero6ffentlichungen die nachteilige Wirkung von Autophagie
auf die HPV-Infektion (Vgl. Kap. 5.3.6). Sowohl der antiproportionale Zusammenhang
zwischen Infektionsrate und basaler Autophagieaktivitat verschiedener Zelllinien als
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auch die frihe Autophagiehemmung durch HPV16 lber die EGFR-vermittelte mTOR-
Aktivierung unterstreichen diese Hypothese (53-55).

®
Y

EGFR \( PI3K-I

\/ Rapamyzin
Zellstress— @ .
\/ 3-Methyladenine (3-MA)
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O )

Phagophore Autophagosom Autolysosom

Abbildung 6.1: Wirkweise der Autophagiemodulatoren

Rapamyzin induziert Autophagie Uber eine Hemmung von mTOR (62, 63), wéhrend 3-MA Uber eine
Hemmung der Klasse Il PI3-Kinase die Bildung verschiedener Komplexe von Atg-Proteinen zur Bildung
von Autophagosomen unterbindet (64). Bafilomyzin schlie3lich hemmt unter anderem die Degradation

von Autophagosomen, indem es deren Verschmelzung mit Lysosomen blockiert (60, 61).

Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen konnten Surviladze et al. unter Rapamyzinbe-
handlung keine signifikante Reduktion der Infektionsrate beobachten (54). Ob dies auf
meine Verringerung von Expositionszeit (18 Stunden statt 24 Stunden wie bei Sur-
viladze et al.) und Rapamyzin-Konzentration (50 mM statt 100 uM wie bei Surviladze
et al.) zurtickzufihren ist, bleibt letztlich unklar. Zumindest konnte ich damit in meinen
Versuchen die Zytotoxizitat deutlich abmildern. Eine reduzierte Infektionsrate bei ge-
steigerter autophagosomaler Degradation, wie ich sie unter Rapamyzin beobachtet
habe, deckt sich jedenfalls mit der Vorstellung von Autophagie als zellularer Abwehr-

funktion.

Genauere Untersuchungen der Funktion von 3-MA durch Wu et al. haben gezeigt,
dass sich bei langerer Behandlungszeit die Wirkung auf die Autophagie umkehrt. An
verschiedenen Zelllinien, darunter auch HelLa-Zellen, konnte nach neun Stunden so-

wohl eine Erhéhung des Autophagiemarkers LC3-1l als auch eine gesteigerte Protein-
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degradation gezeigt werden. Ursachlich hierfur ist wohl die unterschiedlich lange Wir-
kung von 3-MA auf verschiedene Klassen der PI3K: die Autophagiehemmung tber die
Klasse Il PI3K lasst nach einigen Stunden nach, wahrend die Klasse | PI3K-Aktivie-
rung durch 3-MA persistiert und Autophagie induziert (64). Wahrend der Behandlungs-
zeit von 24 Stunden in meinem Experiment misste 3-MA demnach im Verlauf auch
eine Autophagieinduktion bewirkt haben. Vermutlich ist aber speziell in den ersten
Stunden der Virusexposition die Suppression der Autophagie entscheidend, um den
viralen Partikeln den Weg in den Zellkern zu erleichtern, weshalb 3-MA insgesamt in-

fektionsfordernd wirkt.

Eine weitere interessante Beobachtung von Wu et al. ist ein 3-MA-induzierter erhdhter
p62-Gehalt in MEF-Zellen (mouse embryonal fibroblasts), der nicht etwa auf Akkumu-
lation bei gehemmter Autophagie, sondern auf gesteigerter Expression von p62 beruht
(64). Gemall dem Modell der protektiven und proviralen Wirkung von p62 kénnte die
vermehrte Expression ein weiterer Grund fir die deutliche Infektionssteigerung unter
3-MA sein.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass die HPV-Infektion in der Zelle den Abwehrme-
chanismus Autophagie induziert, bleibt noch zu klaren, wie dies vonstattengeht. Fur
das RNA-Virus Enterovirus 71 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Autopha-
gie nach Infektion Uber bestimmte PML-Isoformen reguliert wird. Durch eine Viruspro-
tease wird PML-Protein degradiert, was in HelLa-Zellen zu gesteigerter Autophagie
fuhrt (76). Dieses Modell lasst sich auf HPV zwar nicht Ubertragen, da Autophagie im
Falle des Enterovirus 71 proviral wirkt. PML hat hingegen in der HPV-Infektion eine
provirale Wirkung, weshalb es nach aktuellem Kenntnisstand nicht degradiert wird
(35). Die dennoch nachweisbare gesteigerte Autophagie im Rahmen der zelluléaren
Abwehr der HPV-Infektion (53) muss also Uber einen anderen Mechanismus initiiert

werden.

In Zusammenschau von Immunfluoreszenz-, Infektionsversuchen und dem Western
Blot ergibt sich fiur HPV und die Autophagie ein stimmiges Bild. Dank der Bindung von
p62 gelangen die HPV-geflllten Vesikel nicht zu autophagosomalen Strukturen, son-
dern in den Zellkern, um das virale Genom dort zu etablieren. Autophagosomen schei-
nen auch nicht, wie bei manch anderen Viren, als Transportmittel auf dem Weg zum
Zellkern zu dienen. Dagegen spricht, dass die vermehrte autophagosomale Anreiche-
rung bei p62-Depletion mit vermehrter Degradation von L2 und einer verringerten In-
fektionsrate (unveroffentlichte Ergebnisse der AG Florin) einhergeht. Schlief3lich wirkt
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die Autophagie unabhangig von p62 negativ auf die Infektionsrate, wahrend gehemmte

Autophagie den viralen Partikeln den Transport in den Zellkern erleichtert.

6.5 p62 begleitet die L2/virale DNA Komplexe zu PML NBs im Zell-

kern

Immunfluoreszenzversuche der AG Florin zeigen nach HPV-Infektion eine starke p62-
Relokalisation vom Zytoplasma in den Kern. Es kolokalisiert dort mit viralen Partikeln
an PML NBs (unverdoffentlichte Ergebnisse der AG Florin). Mithilfe des Proximity Liga-
tion Assay (PLA) lasst sich deutlich spezifischer als mit herkémmlicher Kolokalisati-
onsanalyse die raumliche Nahe von zwei Proteinen nachweisen, da nur bei Verbin-
dung der Nukleotidketten an den beiden spezifischen Antikdrpern ein Fluoreszenzsig-
nal entsteht (Vgl. Kap. 4.6.2). Hierbei zeigte sich sowohl in HeLa- als auch in HaCaT-
Zellen eine deutlich erhdhte Assoziation zwischen p62 und PML-Protein im Kern 24
Stunden nach Infektion im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (Vgl. Kap. 5.4). Zuséatz-
lich zur Kolokalisation belegt der PLA die enge rdumliche Assoziation von p62 und
PML, die an die von Souquere et al. elektronenmikroskopisch beobachtete Fusion von
p62- mit PML-Korpern denken lasst (14).

p62 pendelt zwar kontinuierlich zwischen Zytoplasma und Kern, ist aber im Kern nur
nach Blockade des Kernexports vermehrt detektierbar (13, 14). Im Fall der HPV-Infek-
tion akkumuliert p62 vermutlich durch die Bindung von L2 an PML NBs. Dass die Re-
lokalisation von p62 in den Zellkern in solch starkem Ausmalf} geschieht, kdnnte zu-
satzlich in der von Surviladze et al. beschriebenen virusinduzierten Signaltransduktion
begriindet sein (54). Uber die Aktivierung des mTOR-Signalwegs wird neben zahlrei-
chen zellularen Prozessen auch Autophagie gesteuert, was ebenfalls einen Einfluss
auf die Lokalisation von p62 haben kdnnte. Auch die HPV-induzierte Phosphorylierung
von p62 ware hierbei weitere Untersuchungen wert. Hong et al. haben diese unter
Expression der spaten viralen Proteine E6 und E7 beobachtet (51). Ob die phospho-
rylierte Form von p62 auch schon in frihen Phasen der HPV-Infektion auftritt und wo-
moglich eine Relokalisation in den Zellkern vermittelt, haben wir bisher nicht unter-
sucht. Dass die Kolokalisation von uberexprimiertem L2 und PML nach p62-Depletion
nicht beeintrachtigt war (einmaliger Versuch, Daten nicht gezeigt), lasst vermuten,
dass bei der Ansteuerung der PML NBs eher L2 fuhrend ist und das gebundene p62
mitnimmt. L2 besitzt ein SUMO-Interaktionsmotiv (SIM), das entscheidend fur die Lo-

kalisierung an PML NBs ist (28). L2 kann dartber mit Ubiquitin interagieren und somit
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als Bindeglied zwischen Ubiquitin enthaltenden p62-Kompartimenten und SUMO ent-

haltenden PML NBs fungieren.

Bisher konnte also die Funktion von p62 fur den erfolgreichen Kerntransport der L2/vi-
rale DNA Komplexe durch Schutz vor autophagosomaler Degradation gezeigt werden.
Die Relokalisation von p62 mit den viralen Partikeln in den Zellkern lasst weitere Funk-
tionen flr die Etablierung der Infektion vermuten. In einem ersten Versuch hat die HPV-
Infektion am zellularen Gehalt der antiviralen Proteine Sp100 und MYPOP nichts ge-
andert. Untersucht wurde hier aber das gesamte Zelllysat. Eine Relokalisation der Pro-
teine vom Kern ins Zytoplasma, an der p62 beteiligt sein kbnnte, ist also nicht auszu-
schlieBen. Bekannt ist ein solcher Mechanismus bei der akuten Promyelozytenleuka-
mie. Hier transportiert p62 das onkogene PML-RARa Fusionsprotein von PML NBs ins
Zytosol und vermittelt so die autophagosomale Degradation. PML-RARa hemmt die
Ausdifferenzierung der myeloischen Zellen. Klinisch wird All-trans-Retinsaure zur An-
regung des p62-vermittelten Abbaus eingesetzt, wodurch die Leukozyten wieder zu
funktionsfahigen Zellen ausdifferenzieren (77). Ob p62 auch im Kontext viraler Infek-
tion Proteine aus dem Kern der Autophagie zufiihrt, ist bisher nicht bekannt. An der
von Florin et al. nach L2-Uberexpression beobachteten starken Degradation von
Sp100 (35) ware eine Beteiligung von p62 vorstellbar, da beide Proteine nach Infektion
an PML NBs angereichert vorliegen. Es sind also weitere Untersuchungen notwendig,
um mogliche Funktionen von p62 fur die Schaffung guter Infektionsbedingungen im

Kern aufzudecken.

6.6 L2reorganisiert die Anordnung von PML Protein im Kern

Meine Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass die Uberexpression von L2 eine Re-
organisation des nuklearen PML-Proteins von zahlreichen kleinen zu wenigen grof3en
PML Aggregaten induziert, mit denen L2 stark kolokalisiert (Vgl. Kap. 5.6.2). Auch hier
war der Effekt in HeLa-Zellen mit veranderter PML Morphologie mit zwei Dritteln der

L2 exprimierenden Zellen deutlich starker als in den HaCaT-Zellen.

Bei friheren Untersuchungen der AG Florin zu PML NBs wurde ein Einfluss der L2
Uberexpression auf die Zusammensetzung der PML NBs gezeigt. Daxx wird zu PML
NBs rekrutiert, wahrend das antivirale Protein Sp100 tber einen noch unbekannten
Mechanismus degradiert wird. Allerdings war weder der zellulare PML-Gehalt beein-

flusst (35), noch fiel ein verandertes PML Verteilungsmuster auf. Urséachlich kénnten
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methodische Unterschiede sein. Die Versuche wurden damals in HUTK=143B-Zellen

und die Uberexpression mithilfe rekombinanter Vacciniaviren durchgefiihrt (35).

PML NBs sind Orte viraler Transkription und Replikation und werden durch virale Pro-
teine verandert. FUr die meisten DNA-Viren wird den PML NBs eine antivirale Funktion
zugesprochen (27). Am besten untersucht ist die Rolle der PML NBs bisher fur Her-
pesviren. PML NBs formen sich im Kern um das durch Kernporen eingebrachte virale
Genom des Humanen Herpesvirus-1 (HSV-1) (78). Verschiedene in den PML NBs
enthaltene Proteine, darunter PML und Sp100, werden daraufhin durch das virale Pro-
tein ICPO dem proteasomalen Abbau zugefuhrt, um die virale Transkription zu ermdg-
lichen (79). Bei HPV handelt es sich im Vergleich zu Herpesviren um deutlich kleinere
DNA-Viren, deren hauptsachlich aktives Protein wahrend der Infektion L2 ist. L2 muss
also selbst oder durch Rekrutierung zellularer Proteine zahlreiche Funktionen, wie
auch die Reorganisation der PML NBs zugunsten der viralen Infektion, Gbernehmen.

Fur das Varizella Zoster Virus (VZV), ein weiteres Herpesvirus, wurde eine Abkapse-
lung nukleérer Viruskapside durch spharische Anlagerung von PML-Protein beschrie-
ben. In der Immunfluoreszenz erinnert das PML Verteilungsmuster nach VZV-Infektion
stark an das von mir nach L2 Expression beobachtete. Die Quantifizierung bestatigte
nach VZV-Infektion eine verringerte Anzahl dafir gréRerer PML NBs, wobei der zellu-
lare PML-Gehalt unveréandert blieb. Durch die als ,Kafige“ (cages) bezeichnete PML-
Anordnung konnten deutlich weniger Nukleokapside ins Zytoplasma ausgeschleust
und weniger infektiose VZV-Viren gebildet werden (80). Wenn auch die PML-Morpho-
logie Ahnlichkeiten aufweist, konnte die Wirkung auf die virale Infektion gegensatzli-
cher kaum sein: wahrend PML-Protein eindeutig restriktiv auf Infektion und Synthese
verschiedener Herpesviren wirkt, hat es auf die Etablierung der HPV-Infektion einen
positiven Einfluss (27, 31, 33).

Guion et al. haben den Vorgang der Kolokalisation viraler HPV-Partikel und PML NBs
genauer untersucht. Sie konnten zeigen, dass das PML-Protein, wenn es nach der
Mitose wieder in den Kern gelangt, Uber L2 zu viralen Partikeln rekrutiert wird (81).
Entscheidend zur Kolokalisation ist hierbei das bereits von Bund et al. beschriebene
SIM in L2 (28). Gemald dem Modell von Guion et al. befinden sich die viralen Partikel
zu diesem Zeitpunkt sogar noch in vesikularen Strukturen. Von PML-Protein umschlos-

sen ware die Freisetzung der viralen DNA dann geschutzt vor Sensoren des zellularen
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Immunsystems moglich (81). PML-Protein scheint also in der Lage, verschiedene vi-
rale Proteine im Kern zu erkennen und durch Bildung neuer PML NBs zu umschliel3en,
wobei der Effekt je nach Virus sehr unterschiedlich sein kann.

Nach bisheriger Vorstellung war die Kolokalisation von PML-Protein und L2 eher das
Ergebnis einer Ansteuerung bestehender PML NBs durch L2. Guion et al. beschreiben
nun vergleichbar mit den Vorgangen bei Herpesviren eine Rekrutierung von PML, was
auch die Reorganisation des PML-Proteins im Kern nach L2-Uberexpression erklaren
wurde. Das synthetisierte L2 gelangt dank eines NLS wieder in den Zellkern (41) und
vorhandene PML NBs brechen ihre Struktur auf, damit sich PML-Protein an L2 anrei-
chern kann. Durch die Uberexpression ist auRerdem insgesamt mehr L2-Protein in der
Zelle vorhanden, weshalb vermutlich die PML Aggregate auffallend grol3er sind, als
wir sie nach Infektion in der Immunfluoreszenz sehen. Die Tatsache, dass nicht in allen
L2 exprimierenden Zellen die charakteristischen groRen PML-Aggregate vorhanden
waren, konnte an der von Zelle zu Zelle unterschiedlichen Transfektionseffizienz lie-

gen.

Genau genommen ist die L2 Uberexpression eher ein Modell fir die Morphogenese-
phase von HPV, in der massenhaft L1 und L2 zur Umschlie3ung viraler DNA syntheti-
siert werden. Fur die tatsachlichen Vorgange wahrend der Infektion ist dieses Experi-
ment insofern nur eine Anndherung, liefert aber trotzdem wichtige Hinweise auf Funk-
tionen von L2 und passt gut zu den neuen Ergebnissen von Guion et al. tber die pro-

tektive Anreicherung von PML um nukleares L2 (81).

6.7 L2 als mogliches Effektorprotein der Autophagiehemmung

Eine weitere Veranderung, die ich in der Immunfluoreszenz L2 Uberexprimierender
Zellen beobachten konnte, war ein stark reduzierter Gehalt des Autophagiemarkers
LC3-II (Vgl. Kap. 5.6.3). Es ist bereits publiziert, dass die Viren schon an der Zellober-
flache Uber EGFR eine Signalkaskade aktivieren, die schlief3lich tber eine mTOR-Ak-
tivierung Autophagie inhibiert (54). Ob und wie HPV zu einem spateren Zeitpunkt der
Infektion dem antiviralen Abwehrmechanismus Autophagie entgegenwirken kann, ist
allerdings noch nicht bekannt. Da L2 durch seine Exposition im Zytoplasma zahlreiche
Funktionen fir die Infektion innehat, ware eine Suppression der Autophagie ebenfalls
vorstellbar. Es handelt sich bei meinen Immunfluoreszenzaufnahmen bisher nur um

einen ersten Eindruck, der fir eine statistisch valide Aussage der Wiederholung und
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Quantifizierung bedirfte. Trotzdem sind die Bilder sehr eindrticklich und lassen einen

Zusammenhang zwischen L2 und der Autophagieaktivitat der Zelle vermuten.

Gut vorstellbar ware ein indirekter Effekt Gber andere von L2 beeinflusste Proteine
analog zu der von Chen et al. beschriebenen PML-vermittelten Autophagieregulation
durch das Enterovirus 71 (Vgl. Kap. 6.4) (76). Bisher konnte zwar keine Verénderung
der PML-Level durch L2 beobachtet werden, vorstellbar ist allerdings ein Effekt auf
PML Isoformen, die durch den verwendeten Antikérper nicht erkannt werden. Ob au-
Rerdem die Reorganisation der PML NBs durch L2 mit Sp100-Degradation und Daxx-
Rekrutierung (35) mdglicherweise Autophagie beeinflusst oder ob L2 schon auf dem

Weg zum Zellkern eine suppressive Wirkung entfaltet, wurde bisher nicht untersucht.

Nicht zuletzt zeigen unveroffentlichte Ergebnisse der AG Florin und mein PLA nach
Infektion eine starke Relokalisation des Autophagie Adapters p62 vom Zytoplasma in
den Kern. Man kénnte vermuten, dass das fehlende p62 im Zytoplasma Autophagie
erschwert, wobei bisher unter p62-Deletion eher eine Steigerung der Autophagie oder
gar kein Effekt beobachtet wurden (46). Nicht zuletzt sei als Einschrankung meiner
Hypothese genannt, dass ein verringerter LC3-II-Gehalt auch Ergebnis eines gestei-
gerten Autophagieumsatzes sein kdnnte, da es selbst mit degradiert wird. Auch in die-
sem Fall ware es aber eine interessante neue Erkenntnis, dass L2 ursachlich fir den
Effekt ist. Es bleibt also offen und bedarf weiterer Untersuchungen, ob und wie L2
wirklich Autophagie supprimieren kann.
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6.8 Modell der HPV-Infektion

Auf Basis meiner Ergebnisse und der aktuellen Literatur schlage ich folgendes Modell
der HPV-Infektion vor:

@
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Abbildung 6.2: Modell der HPV-Infektion

Nach primarer Bindung und Endozytose gelangen die Viren tber kleine Endozytose-
vesikel zu multivesikularen Endosomen. Ansauerung induziert eine Konformationsan-
derung der Kapsidstruktur, woraufhin L2 die Endosomenmembran durchbricht und
Kontakt zum Zytoplasma erlangt (11, 12). p62 kann nun mit L2 in Verbindung treten
und seine protektive Wirkung entfalten. Die Anwesenheit von p62 bewahrt die viralen
Vesikel Uber einen noch unbekannten Mechanismus vor dem Transport in Autophago-
somen und somit vor der Degradation. Weiterhin bleibt die Verbindung von L2 und p62
auf dem Transport der viralen Vesikel bis in den Zellkern bestehen, was eine starke
p62-Relokalisation vom Zytoplasma in den Zellkern beinhaltet. Der Kerneintritt ge-
schieht mitoseabhangig wéahrend die Kernmembran aufgeldst ist (25). AnschlieRend
akkumuliert PML-Protein dank des SIM von L2 um die Komplexe aus L1, L2, viraler
DNA und p62 und formt dort mit weiteren Proteinen wie Sp100 und Daxx PML NBs.
Nach neueren Erkenntnissen handelt es sich zu diesem Zeitpunkt sogar noch um weit-
gehend intakte Viruspartikel in vesikularen Strukturen, die erst nach Akkumulation von
PML freigesetzt werden (22, 81). PML hat eine provirale Wirkung auf HPV, indem es
die frihe Transkription und Replikation der viralen DNA begunstigt (27, 31, 33). Ob
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und inwiefern p62 zur Reorganisation der PML NBs beitragt, indem es beispielsweise

antivirale Proteine wie Sp100 der Degradation zuftuhrt, bleibt noch zu klaren.
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7 Zusammenfassung

Humane Papillomviren (HPV) sind kleine DNA-Viren, die Epithelzellen von Haut und
Schleimhaut infizieren und dabei Warzen induzieren. Sogenannte Hochrisikotypen,
vor allem HPV16 und 18, kdnnen bei persistierender Infektion zu maligner Transfor-
mation von Epithelzellen fihren, was die haufigste Ursache von Gebarmutterhalskrebs
ist. Der Infektionsweg der HP-Viren von der Zelloberflache zum Kern ist noch nicht
vollstdndig beschrieben (1, 11, 12). Neben zahlreichen anderen zellularen Proteinen
scheint der Autophagie Adapter p62 hierbei eine Rolle zu spielen, was bisher nicht
untersucht wurde. p62 rekrutiert zellulare Bestandteile zu autophagosomalen Struktu-
ren und vermittelt so deren Degradation (46). Auch gegen eindringende Viren kann
Autophagie als Abwehrmechanismus fungieren, was fur die HPV-Infektion bereits
nachgewiesen (53-55) und in meinen Infektionsversuchen erneut bestatigt wurde (Vgl.
Kap. 5.3.6). Entgegen der Erwartung konnte fur p62 in dieser Arbeit allerdings eine
provirale Funktion beobachtet werden, die im Gegensatz zur bisher bekannten Rolle
als Autophagie Adapter steht. Durch p62-Depletionsversuche wurde gezeigt, dass sich
in Abwesenheit von p62 deutlich mehr virale Partikel an autophagosomalen Strukturen
anreichern und schlief3lich auch mehr des minoren Kapsidproteins L2 degradiert wird
(Vgl. Kap. 5.3.4, 5.3.5). p62 bietet im Umkehrschluss den HP-Viren also Schutz vor
autophagosomaler Degradation und begunstigt somit die Infektion, da mehr virale Par-
tikel den Zellkern erreichen. Wie frilhere Versuche der AG Florin zeigen, wird p62 an
Virus geflillte Endosomen rekrutiert (Vgl. Kap.5.1). Durch meine Co-Immunoprazipita-
tion konnte ich eine Komplexbildung von p62 mit den beiden Kapsidproteinen L1 und
L2 nachweisen (Vgl. Kap. 5.2). Die Interaktion geschieht vermutlich Gber den C-Ter-
minus von L2, den einzigen im Zytoplasma exponierten Anteil der viralen Partikel (19).
Zusatzlich zur protektiven Funktion auf dem Weg durchs Zytoplasma begleitet p62 die
viralen Partikel in den Zellkern und reichert sich dort an PML nuclear bodies (promy-
elocytic leukemia nuclear bodies, PML NBs) an. PML NBs sind dynamische Proteinag-
gregate im Zellkern und unter anderem Ort viraler Transkription und Replikation, wobei
viele Viren die Zusammensetzung der PML NBs verandern (27, 29, 30). Die deutlich
gesteigerte enge raumliche Assoziation von p62 und PML-Protein nach der HPV-In-
fektion konnte ich mithilfe des Proximity Ligation Assay quantifizieren (Vgl. Kap.5.4).
Dabei werden kurze Oligonukleotidketten an den p62- und PML-Antikdrpern ringférmig
ligiert und amplifiziert, wodurch ein sehr spezifisches Fluoreszenzsignal entsteht. Uber

Funktionen von p62 im Zellkern ist bisher allgemein wenig bekannt. Was sich bisher
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nicht beobachten liel3, trotzdem aber vorstellbar wére, ist eine Beteiligung von p62 an
der Veranderung der Zusammensetzung von PML NBs nach HPV-Infektion. Diese ist
nach aktuellem Kenntnisstand L2-induziert (35). In Immunfluoreszenzversuchen
konnte ich nach Uberexpression von L2 auBerdem eine veranderte Morphologie des
PML-Proteins beobachten und quantifizieren. Anstelle des punktférmigen Verteilungs-
musters formten sich wenige grof3e PML-Aggregate, die stark mit L2 kolokalisierten
(Vgl. Kap. 5.6.2). Das passt gut zu neuen Untersuchungen von Guion et al., denen
zufolge sich das PML-Protein neu um die in den Kern gelangten HPV-Vesikel struktu-
riert (81). Eine weitere Auffalligkeit nach L2-Uberexpression bestand in einem stark
verminderten Fluoreszenzsignal des Autophagiemarkers LC3 (Vgl. Kap. 5.6.3). Diese
Beobachtung bedarf weiterer Untersuchung und Quantifizierung, da sie vermuten
lasst, dass L2 neben vielen anderen Funktionen auch zur Suppression von Autophagie
beitragt. Somit konnten in dieser Arbeit verschiedene Aspekte des HPV-Infektions-
wegs genauer beschrieben werden, wobei speziell die Uberraschende provirale Funk-

tion des Autophagie Adapters p62 hervorzuheben ist.
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8 Summary (English version)

Human papilloma viruses (HPV) are small DNA viruses that infect epithelial cells of the
skin and mucosa and thereby induce warts. So-called high-risk types, especially
HPV16 and 18, can lead to persistent infections and malignant transformation of epi-
thelial cells, which is the most common cause of cervical cancer. The infectious path-
way from the cell surface to the nucleus has not been fully described yet (1, 11, 12). In
addition to numerous other cellular proteins, the autophagy adapter p62 seems to play
a role here, which had not been investigated so far. p62 recruits cellular components
into autophagosomal structures and thus mediates their degradation (46). Autophagy
can also act as a defense mechanism against invading viruses. This has already been
proven for HPV infection (53-55) and has been confirmed by my infection assays (see
chapter 5.3.6). In contrast to our expectations and the previously known role as au-
tophagy adapter, p62 has shown to have a proviral function in HPV infection. sSIRNA
assays have shown that in the absence of p62 significantly more viral particles accu-
mulated at autophagosomal structures and that more of the minor capsid protein L2 is
ultimately degraded (see chapters 5.3.4, 5.3.5). p62 therefore protects the HP virus
against autophagosomal degradation and thus favors the infection as more viral parti-
cles reach the cell nucleus. Earlier experiments by the AG Florin showed that p62 is
recruited to virus-filled endosomes (see chapter 5.1). My co-immunoprecipitation as-
say furthermore revealed that p62 forms a complex with the two capsid proteins L1
and L2 (see chapter 5.2). The interaction most likely occurs via the C-terminus of L2
which is the only part exposed to the cytoplasm (19). In addition to its protective func-
tion during trafficking p62 accompanies viral particles into the nucleus and accumu-
lates at PML nuclear bodies (promyelocytic leukemia nuclear bodies, PML NBs). PML
NBs are dynamic protein aggregates in the cell nucleus where many viruses locate at
for transcription and replication. They thereby tend to change the composition of PML
NBs (27, 29, 30). Concerning p62 | was able to quantify a significant increase of close
association with PML protein after HPV infection using the Proximity Ligation Assay
(see chapter 5.4). Thereby short oligonucleotide chains linked to closely bound p62
and PML antibodies are ligated and amplified, which results in a very specific fluores-
cence signal. Little is known about the functions of p62 in the cell nucleus. Whether
p62 is involved in changing the composition of PML NBs after HPV infection or not is

still conceivable. Furthermore, immunofluorescence experiments displayed an altered

63



Summary

morphology of PML protein after overexpression of L2. Instead of the punctiform dis-
tribution pattern fewer large PML aggregates formed that strongly colocalized with L2
(see chapter 5.6.2). These observations are supported by recent findings by Guion et
al. indicating that PML protein is rearranged around invading virus-filled vesicles (81).
Another conspicuous feature after L2 overexpression was a greatly reduced fluores-
cence signal of autophagy marker LC3 (see chapter 5.6.3). This observation requires
further investigation and quantification since it suggests that L2 among its many other
functions may also contribute to the suppression of autophagy. Overall, this work re-
vealed various details of the infectious pathway of HPV whereby the surprising proviral

function of autophagy adapter p62 should be emphasized.
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10 Anhang

10.1 Tagungsbeitrage zu Ergebnissen dieser Arbeit

Ergebnisse dieser Arbeit wurden durch Kolleginnen aus dem Team auf folgender Kon-

ferenz vorgestellt:

28. Jahrestagung der Gesellschaft fur Virologie, 14.-17. Marz 2018 in Wirzburg
Titel: ,HPV16 induces fusion of autophagy adapter p62/sequestosome-1 with
PML-bodies to enable infection”
Autoren: L. Fast, L. Schweiger, F. Boukhallouk, S. Tenzer, L. Florin
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