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1 Einleitung 

Die Infektion mit dem humanen Papillomvirus (HPV) ist die häufigste virale sexuell 

übertragbare Krankheit weltweit (World Health Organization 2020). Alleine in den 

USA betrug die Prävalenz von HPV in einer von 2011 bis 2014 an Erwachsenen 

erhobenen Studie oral 7 % und genital 42 % (McQuillan et al. 2017). 

Die humanen Papillomviren gehören zur Familie der Papillomaviridae und bisher 

wurden über 200 verschiedene Subtypen entdeckt (Arroyo 2020). 

Unterteilt werden diese in sogenannte Hoch (high)- und Niedrigrisiko (low-risk) -

Typen. Die Infektion mit low-risk-Typen kann vor allem die Bildung gutartiger Warzen 

hervorrufen. Im Gegensatz dazu können die Hochrisiko-Typen, wie beispielsweise 

HPV16 und HPV18, nach einer Latenzzeit von Jahren bis Jahrzehnten zur 

Entstehung von verschiedenen Malignomen, wie dem Gebärmutterhalskrebs, führen 

(Muñoz et al. 1992; Zur Hausen 2008). Sie konnten allerdings auch als Ursache für 

Karzinome an Penis, Vulva, Vagina, Anus und dem Mund-Rachenraum identifiziert 

werden (Forman et al. 2012). So wurden von den schätzungsweise 12,7 Millionen 

weltweit im Jahr 2008 diagnostizierten Krebserkrankungen etwa 4,8 % mit einer 

HPV-Infektion in Verbindung gebracht (Forman et al. 2012). 

Betrachtet man isoliert die Entität des Zervixkarzinoms, so konnte allein der HPV-Typ 

16 in 55 % der Fälle von Gebärmutterhalskrebs detektiert werden (Bruni et al. 2019). 

Mit einer Prävalenz von 6,5 % weltweit, und 19,8 % speziell in Afrika, zählte dieses 

im Jahr 2018 zu den vierthäufigsten Krebserkrankungen der Frau (Ferlay et al. 

2018). 

 

Für die Erkennung des Zusammenhanges zwischen der Infektion mit den humanen 

Papillomviren und der Entstehung des Zervixkarzinoms erhielt Harald zur Hausen 

2008 den Nobelpreis für Medizin (NobelPrize.org 2020). Auf der Basis dieser 

Erkenntnisse konnten Impfstoffe gegen die wichtigsten Hochrisiko-Typen und damit 

gegen Krebs entwickelt werden. 

In Deutschland empfiehlt die Ständige Impfkommission (STIKO) seit Sommer 2014 

die Impfung gegen die HPV-Typen 16 und 18 für alle Mädchen im Alter von 9 bis 14 

Jahren. Die Impfung sollte idealerweise vor dem ersten Sexualkontakt erfolgen 

(Robert Koch-Institut, Epidemiologie und Gesundheitsberichterstattung 2014). Seit 

2018 wird auch die Impfung aller Jungen in dieser Alterssparte empfohlen (Robert 

Koch-Institut, Epidemiologie und Gesundheitsberichterstattung 2018). 
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Ist das Plattenepithel erst mit dem Virus infiziert, sind die Eradikationsoptionen 

begrenzt (Stern et al. 2012). Der Grund hierfür liegt sicherlich einerseits in der Natur 

des Virus, welches durch lokale oder systemische Therapeutika in den tiefen 

Hautschichten nur schwer zu erreichen ist. Zum anderen ist der Infektionszyklus des 

humanen Papillomvirus trotz intensiver Forschung bis heute nicht vollständig geklärt. 

 

In den letzten Jahren ist unter anderem eine Gruppe kleiner Transmembranproteine, 

die Tetraspanine, welche auf den Zielzellen des humanen Papillomvirus, den 

Epithelzellen, exprimiert werden, in den Fokus der Forschung gerückt. 

Vorangehende Publikationen haben bereits einen Zusammenhang zwischen drei 

dieser Tetraspanine, CD151, CD81 und CD63, und der HPV-Infektion gezeigt 

(Scheffer et al. 2013; Spoden et al. 2008; Homsi et al. 2014). Bislang nicht 

veröffentlichte Untersuchungen deuteten bereits stark darauf hin, dass ein weiteres 

Tetraspanin, CD9, ebenfalls eine tragende Rolle bei der Infektion spielen könnte. 

In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit soll durch verschiedene Methoden der 

Einfluss der drei Transmembranproteine CD151, CD81 und CD9 auf die frühen 

Schritte der Infektion mit dem humanen Papillomvirus Typ 16 untersucht werden. 
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2 Literaturdiskussion 

2.1 Aufbau der humanen Papillomviren 

Humane Papillomviren sind kleine (ca. 55 nm große), nicht umhüllte DNA-Viren 

(Doorbar et al. 2015). Ihr Kapsid folgt der Symmetrie eines Polyeders mit zwanzig 

gleichseitigen Dreiecken (Ikosaeder). Es besteht aus dem Haupt-Kapsidprotein L1 

(Baker et al. 1991; Hagensee et al. 1993), welches 72 Pentamere formt, die 

wiederum über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind (Sapp et al. 1998). 

Außer dem Haupt-Kapsidprotein L1 enthält das Virus das Neben-Kapsidprotein L2, 

welches mit L1 interagiert (Buck et al. 2013). Es konnten bis zu 72 Kopien von L2 in 

einem Kapsid nachgewiesen werden, was einem Verhältnis von L1 zu L2 von 5:1 

entspricht (Buck et al. 2008). Während L1 hauptsächlich für die Kapsidformation und 

Zellbindung verantwortlich ist, dient L2 der Stabilisierung des Kapsids und spielt eine 

entscheidende Rolle beim Eintrittsweg des Virus während der Infektion (Finnen et al. 

2003; Buck et al. 2008; Wang und Roden 2013; Doorbar et al. 2015; Becker et al. 

2018). 

 

 

Abbildung 2.1 Zusammenlagerung des L1-Hauptproteins zum Kapsid 

(A) Darstellung der L1-Moleküle. (B) Anordnung der L1-Proteine zu einem Pentamer (Kapsomer).  

(C) Anordnung der Kapsomere innerhalb des viralen Kapsids als Ikosaeder dargestellt (Abbildung 

verändert nach (Modis et al. 2002)). 

  



 
Literaturdiskussion 

4 
 

2.2 Infektionszyklus der humanen Papillomviren 

Das humane Papillomvirus Typ 16 (HPV16) ist stark epitheliotrop. Durch 

Mikroläsionen gelangt es in die tiefen Epithelschichten und infiziert die Basalzellen 

von Haut und Schleimhaut (Ozbun 2019). Hier findet die initiale Virusbindung über 

das Glykoprotein Laminin-332 an die extrazelluläre Matrix (ECM) statt (Culp et al. 

2006). Oder das Virus wird über Zuckerreste, die Heparansulfat-Proteoglykane 

(HSPG), wie z. B. Syndecan-1, an der Basalmembran und der basolateralen 

Oberfläche der Zellen gebunden (Johnson et al. 2009; Kines et al. 2009; Schiller et 

al. 2010; Surviladze et al. 2015; Selinka et al. 2003). Bereits die initiale Bindung an 

HSPG führt zu einer Konformationsänderung von L1, welche zu einer geringeren 

Affinität zum primären Rezeptor führt und offenbar notwendig ist für den Transfer 

zum sekundären Rezeptorkomplex (Selinka et al. 2003; Selinka et al. 2007; Becker 

et al. 2018). 

Des Weiteren findet eine strukturelle Reorganisation des viralen Kapsidproteins L2  

durch zwei Enzyme, Cyclophilin B und die Furin-Konvertase, statt (Wang und Roden 

2013). Zunächst katalysiert Cyclophilin B die Freilegung des N-Terminus von L2 

(Bienkowska-Haba et al. 2009). Anschließend bewirkt die Furin-Konvertase die 

Spaltung des L2-Terminus (Richards et al. 2006; Day et al. 2008). Es wurde 

außerdem vermutet, dass die Spaltung von HSPG-gebundenem Virus durch 

spezielle Enzyme, sogenannte Matrix-Metalloproteasen (MMPs), katalysiert wird 

(Surviladze et al. 2012). Nach der strukturellen Umlagerung und der Spaltung vom 

HSPG wird die mit EGF (epidermalen Wachstumsfaktoren) und HSPG dekorierte 

Virushülle nun zum sekundären Rezeptorkomplex überführt. Zudem bewirkt die 

Protease ADAM17 die Freisetzung von Wachstumsfaktoren, welche wiederum 

zelluläre Signaltransduktionskaskaden aktivieren. Diese Aktivierung ist notwendig für 

die Bildung des sekundären Rezeptorkomplexes (Mikuličić et al. 2019). 

 

Dieser Komplex besteht aus vielen verschiedenen Komponenten (Raff et al. 2013; 

Scheffer et al. 2014; Florin und Lang 2018). Dazu gehören unter anderem der 

Wachstumsfaktor EGF, seine Wachstumsfaktorrezeptoren (Surviladze et al. 2012), 

das zytoskelettale Adapterprotein OBSL-1 (Obscurin-like-1-Protein) (Wüstenhagen et 

al. 2016) und das Calcium- und Phospholipid-bindende Protein Annexin A2 

(Woodham et al. 2012; Dziduszko und Ozbun 2013). Des Weiteren beteiligt sind die 

Transmembranproteine α3- und α6-Integrin (Evander et al. 1997; McMillan et al. 

1999; Yoon et al. 2001), sowie Tetraspanine (Spoden et al. 2008; Scheffer et al. 
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2014; Scheffer et al. 2013; Fast et al. 2018), welche in sogenannte tetraspaninreiche 

Mikrodomänen (TEM) integriert sind (Finke et al. 2020). Die direkte Assoziation von 

humanen Papillomviren mit den Tetraspaninen CD151, CD63 und CD81 auf der 

Plasmamembran und in intrazellulären Kompartimenten konnte bereits 

nachgewiesen werden (Spoden et al. 2008; Scheffer et al. 2013; Homsi et al. 2014). 

Außerdem sind die Tetraspanine wichtige Interaktionspartner von HPV-Entry-

Faktoren (Scheffer et al. 2014; Berditchevski und Rubinstein 2013; Finke et al. 2020; 

Florin und Lang 2018). CD151 beispielsweise interagiert mit α6-Integrin, Proteasen 

(MMP) und mit Wachstumsfaktorrezeptoren (Hemler 2001; Yañez-Mó et al. 2008; 

Yang et al. 2010; Berditchevski und Rubinstein 2013). Dadurch kann es die 

Interaktion zwischen TEM-assoziierten Rezeptoren und Enzymen modulieren 

(Boucheix und Rubinstein 2001; Hemler 2001; Yañez-Mó et al. 2008; Scheffer et al. 

2014). Wie vorangehende Studien zeigten, ist die Assoziation von CD151 mit 

Viruspartikeln, beziehungsweise die Bindung an Integrine und Integration des 

CD151/ Integrin-Komplexes in tetraspaninreiche Mikrodomänen eine Voraussetzung 

für die HPV-Endozytose (Scheffer et al. 2014; Scheffer et al. 2013; Fast et al. 2017). 

Die Virusaufnahme in die Wirtszelle erfolgt über Einstülpung der Zellmembran in 

umschriebenen Bereichen, wobei sich Vesikel ins Zellinnere abschnüren. Dies 

geschieht jedoch nicht via Clathrin, Caveolin und Dynamin-2, sondern über einen 

noch zu charakterisierenden Endozytosemechanismus (Spoden et al. 2008; 

Schelhaas et al. 2012). Allerdings scheint die Polymerisation und Depolymerisation 

des Strukturproteins Aktin essenziell zu sein (Bienkowska-Haba und Sapp 2011; 

Schelhaas et al. 2012; Selinka et al. 2002). Entsprechende Forschungsergebnisse 

zeigen, dass Aktin vor allem für das Abschnüren der Endozytosevesikel erforderlich 

ist (Schelhaas et al. 2012). Sowohl für die Organisation des Aktin-Zytoskeletts (Smith 

et al. 2008) als auch für die Endozytose von CD151 (Liu et al. 2007) ist die 

Phosphaditylinositid-3-Kinase (PIK 3)- Aktivität von Bedeutung. Nachfolgend scheint 

CD63 zusammen mit dem Adapterprotein Synthenin-1 den Transport der 

internalisierten viralen Partikel in den Endosomen zu regulieren (Gräßel et al. 2016). 

Die folgende Ansäuerung der Endozytosevesikel durch die vakuoläre ATPase 

(Lipovsky et al. 2013; Müller et al. 2014) ermöglicht den Zerfall des HPV-Kapsids und 

die Freigabe des L2/ Genom-Komplexes  (Schelhaas et al. 2012). Zelluläre 

Chaperone erleichtern die Dissoziation des Haupt-Kapsidproteins L1 vom L2/ DNA-

Komplex (Bienkowska-Haba et al. 2012), so dass sich L1 und L2 in verschiedene 

Kompartimente trennen. Allerdings bleibt doch ein kleiner Teil des L1-Kapsids am 



 
Literaturdiskussion 

6 
 

infektiösen L2/ DNA-Komplex (DiGiuseppe et al. 2017). Während der größte Teil von 

L1 degradiert wird, nutzt L2 den retrograden Transportweg und die Aktivität der 

zellulären γ-Sekretase (Zhang et al. 2014; Karanam et al. 2010), um das virale 

Genom in das Golgi-Kompartiment  zu begleiten (Day et al. 2013; Lipovsky et al. 

2013). Schließlich wird der L2/ DNA-Komplex in Transportvesikeln mit Hilfe des 

Proteins Dynein zum Zellkern der Wirtszelle transportiert (Schneider et al. 2011; 

Florin et al. 2006; DiGiuseppe et al. 2016) und assoziiert dort mit bestimmten 

subnuklearen Strukturen, den sogenannten PML-Kernkörperchen (Florin et al. 2002; 

Day et al. 2004; Bund et al. 2014; Day et al. 1998). Neuere Daten weisen sogar 

darauf hin, dass Bestandteile der PML-Körperchen zum Virus transportiert werden, 

und L2 diesen Mechanismus triggert (Guion et al. 2019). In den Kernkörperchen 

findet letztlich die virale Transkription und Replikation statt. 
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Abbildung 2.2 Frühe Schritte der HPV-Infektion mit den beteiligten Wirtszellfaktoren 

Nach der primären Bindung an HSPG und Laminin-332 wird das virale Kapsid durch enzymatische 

Spaltung vom primären Rezeptor gelöst. Das Schneiden von Wachstumsfaktoren durch Matrix-

Metalloproteasen und Konformationsänderungen der Kapsidproteine (durch Cyclophilin B und die 

Furin-Konvertase) bewirken die Übertragung auf den sekundären Rezeptorkomplex (α6-Integrin, 

EGFR, EGF, Annexin A2, CD151, Tetraspanine (rot markiert)) und die Endozytose. Durch 

Ansäuerung der Endosomen mithilfe der vakuolären ATPase und strukturellen Veränderungen der 

viralen Proteine L1 und L2 wird das Kapsid eröffnet, so dass der L2/ DNA-Komplex aus den 

Endosomen freigesetzt werden kann. Im Anschluss wird der Hauptteil von L1 degradiert, während ein 

Teil des L1 und der L2/ DNA-Komplex retrograd zum Golgi-Apparat und entlang des Mikrotubuli-

Netzwerks in den Zellkern transportiert wird. Hier lagert er sich an die PML-Körperchen an, wo die 

virale DNA transkribiert und repliziert wird (verändert nach (Florin et al. 2012)). 
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2.3 Tetraspanine 

Tetraspanine gehören zu einer Superfamilie hochkonservierter 

Transmembranproteine, die sowohl an der Zelloberfläche als auch in intrazellulären 

Kompartimenten gefunden werden können (Berditchevski und Odintsova 1999; 

Sincock et al. 1999). Sie kommen in allen Organismen vor (Todres et al. 2000; 

Hemler 2003) und innerhalb eines Organismus können sie in unterschiedlichen 

Geweben exprimiert sein (Sincock et al. 1997; Boucheix und Rubinstein 2001). 

Bisher konnten rund 33 verschiedene Tetraspanine in Säugetieren, 20 im 

Fadenwurm Caenorhabditis elegans und 37 in der Taufliege Drosophila identifiziert 

werden (Hemler 2003; Berditchevski und Rubinstein 2013). 

Ihre Funktionen sind mannigfaltig und noch nicht vollständig bekannt. Zahlreiche 

zelluläre Prozesse, einschließlich Zellwanderung (Migration) (García-López et al. 

2005; Tejera et al. 2013), Verschmelzung (Fusion) (Charrin et al. 2013; Miyado et al. 

2000), Anbindung (Adhäsion) (Spring et al. 2013; Barreiro et al. 2005), Zellwachstum 

(Proliferation) (Ovalle et al. 2007; Shi et al. 2000), intrazelluläre Signalweitergabe 

(Signaltransduktion) (Berditchevski und Odintsova 1999; Rocha-Perugini et al. 2013; 

Termini und Gillette 2017), Endozytose (Scheffer et al. 2013; Winterwood et al. 2006) 

und Proteintransport (Shoham et al. 2006; Duffield et al. 2003) werden durch 

Tetraspanine vermittelt. 

 

 

2.4 Aufbau der Tetraspanine 

Tetraspanine sind 204-355 Aminosäuren (AS) große Transmembranproteine 

(Boucheix und Rubinstein 2001), die die Plasmamembran charakteristischerweise 

viermal durchspannen. Dadurch ergeben sich ein kurzer intrazellulärer Bereich mit 

einem N- und C-Terminus, sowie zwei ungleich große extrazelluläre Schleifen, EC1 

und EC2 (Stipp et al. 2003). Interessanterweise enthält die größere EC2-Schleife 

eine variable Region mit einem speziellen Aminosäuren-Triplet, bestehend aus 

Cystein-Cystein-Glycin (CCG), welches die Bildung von Disulfid-Brücken ermöglicht. 

Die dadurch entstehende Sub-Schleifen-Struktur ist essenziell für Protein-Protein- 

Wechselwirkungen, wie beispielsweise mit Integrinen oder anderen Tetraspaninen 

(Kitadokoro et al. 2001; Seigneuret et al. 2001). Zusätzlich dazu sind weitere 

intrazelluläre Cystein-Reste funktionell wichtig als Palmitoylierungsstellen. Durch 

diese posttranslationale Modifikation wird die Organisation von Tetraspaninen und 
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Partnern in so genannte tetraspaninreichen Mikrodomänen (TEMs) maßgeblich 

beeinflusst. (Stipp et al. 2003; Yang et al. 2002). 

 

 

Abbildung 2.3 Aufbau der Tetraspanine 

Aufbau eines Tetraspanins mit den beiden extrazellulären Schleifen EC1 und EC2, sowie dem 

intrazellulär liegenden N- und C-Terminus. 

 

 

2.5 Tetraspaninreiche Regionen 

Als Bestandteil des sekundären Rezeptorkomplexes sind tetraspaninreiche 

Mikrodomänen (TEM) essenziell für die Infektion mit humanen Papillomviren 

(Mikuličić und Florin 2019). TEM sind molekulare Mikrodomänen, bestehend aus 

Homo- und Heterodimeren von Tetraspaninen (z. B. CD9, CD151, CD81, CD63) 

(Rubinstein et al. 1996; Levy und Shoham 2005), sowie anderen 

Oberflächenproteinen, wie beispielsweise Integrinen (Rubinstein et al. 1996), 

Wachstumsfaktorrezeptoren (Alexi et al. 2011), oder Proteasen (Matrix-

Metalloproteasen, γ-Sekretase) (Wakabayashi et al. 2009; Arduise et al. 2008). 

Tetraspanine fungieren hierbei als Modulatoren der assoziierten Moleküle. Dadurch 

ermöglichen sie etwa Integrin-vermittelte Zellaktivitäten, wie Ligandenbindung, 

Transport und Signalweiterleitung (Berditchevski 2001; Boucheix und Rubinstein 

2001). Außerdem wurden Effekte der TEM auf Membranproteasen-vermittelte 

Proteinspaltung, sowie Matrix-Auf- und -Abbau berichtet (Cook et al. 1999; Yañez-

Mó et al. 2008; Arduise et al. 2008; Machado-Pineda et al. 2018; Gutiérrez-López et 

al. 2011).  
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Abbildung 2.4 Tetraspaninreiche Mikrodomänen 

In tetraspaninreichen Mikrodomänen interagieren Tetraspanine unter anderem mit Integrinen, 

Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR), Wachstumsfaktoren (EGF, TGF-α), Integrinen und Proteasen  

(z. B. MMPs) und bilden dadurch funktionelle Komplexe, die unter anderem der Virusaufnahme dienen 

(modifiziert nach (Scheffer 2013)). 

 

 

2.6 Die Tetraspanine CD151, CD81 und CD9 bei Infektionen 

Interessanterweise spielen Tetraspanine nicht nur bei der Infektion mit humanen 

Papillomviren eine wichtige Rolle (van Spriel und Figdor 2010; Monk und Partridge 

2012; Thali 2011; Florin und Lang 2018; Hantak et al. 2019). Verschiedenste Erreger 

nutzen diese Transmembranproteine bei der Invasion der Wirtszellen. 

So ist unter anderem die Expression vom Tetraspanin CD81 (auch als TSAN28 oder 

TAPA-1 bezeichnet) essenziell für den Eintritt von Plasmodium falciparum und -yoelii 

Sporozoiten in die Leberzellen (Silvie et al. 2006; Silvie et al. 2003; Risco-Castillo et 

al. 2014). CD81-knock-out Mäuse konnten nicht mit Malaria infiziert werden, während 

CD81-Antikörper das Eindringen der Plasmodien in Hepatozyten hemmten (Silvie et 

al. 2003; Foquet et al. 2015). 

Ein weiteres Beispiel für die Interaktion von Tetraspaninen mit einem 

Infektionserreger stellt die Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) dar. Auch hier 

ist die Wechselwirkung zwischen CD81 und dem HCV-Hüll-Glykoprotein E2 kritisch 

für das Eindringen in die Hepatozyten (Krementsov et al. 2010; Petracca et al. 2000; 

Flint et al. 1999; Higginbottom et al. 2000). Neuere Studien zeigen sogar, dass CD81 
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zusätzlich in die Replikation des Virus involviert ist (Grigorov et al. 2009; Rocha-

Perugini et al. 2017). 

Das Tetraspanin CD9 (TSPAN29) hingegen ist beteiligt an der Diphtherie-Infektion. 

Hierbei führt die Assoziation von CD9 mit dem Diphtherie-Toxin-Rezeptor HB-EGF 

zu einer erhöhten Rezeptoraktivität und -affinität gegenüber dem Diphtherie-Toxin 

(Cha et al. 2000; Iwamoto et al. 1994; Hasuwa et al. 2001). 

Auch im Rahmen einer schweren und meist letalen Komplikation der 

Maserninfektion, der subakuten sklerosierenden Panenzephalitis (SSPE), scheint 

das Tetraspanin CD9 eine Rolle zu spielen. Hier konnten bei Patienten mit schwerer 

Hirnatrophie CD9-Antikörper nachgewiesen werden (Shimizu et al. 2002). 

 

Wie in den vorausgegangenen Kapiteln dieser Arbeit bereits dargelegt worden ist, 

spielen die Tetraspanine, insbesondere CD151 (TSPAN24), CD81 und CD63 

(TSPAN30) bei der Infektion mit dem humanen Papillomvirus eine gewichtige Rolle. 

So sind sie als Bestandteil des sekundären HPV-Rezeptorkomplexes auf der 

Zelloberfläche direkte und indirekte Interaktionspartner des Virus beim Eindringen in 

die Epithelzellen (Scheffer et al. 2013; Homsi et al. 2014; Spoden et al. 2008). 

Sowohl die Assoziation von CD151 mit dem Virus als auch die CD151-vermittelte 

Integration von Integrin-Tetraspanin-Komplexen in die TEM stellt eine Voraussetzung 

für den erfolgreichen Eintritt des Virus in die Zelle dar (Spoden et al. 2008; Scheffer 

et al. 2013). Auch die Assoziation oder sogar Interaktion vom humanen Papillomvirus 

mit den Tetraspaninen CD81 und CD63 auf der Zelloberfläche, beziehungsweise in 

Zellkompartimenten, konnte bereits nachgewiesen werden (Spoden et al. 2008; 

Homsi et al. 2014; Gräßel et al. 2016). Bei den Tetraspaninen CD151 und CD63 

scheint vor allem der intrazellulär gelegene C-Terminus essenziell für deren Effekt 

auf die HPV-Infektion zu sein (Fast et al. 2018). 

Bezüglich des Tetraspanins CD9 gibt es ebenfalls Hinweise auf eine Beteiligung bei 

der Infektion mit dem humanen Papillomvirus. So zeigen beispielsweise bisher nicht 

veröffentlichte Proteom-Analysen von Endosomen aus dem Labor von L. Florin, dass 

CD9 zusammen mit HPV16 internalisiert wird. Es ist jedoch unklar, inwiefern CD9 an 

der HPV-Infektion beteiligt ist. 

 

In der hier vorliegenden Arbeit soll nun mithilfe verschiedener 

Untersuchungsmethoden vergleichend der Einfluss der Tetraspanine CD151, CD81 

und CD9 auf die Infektion mit dem humanen Papillomvirus in den gängigen Zelllinien 



 
Literaturdiskussion 

12 
 

und primären Keratinozyten gegenübergestellt werden. Des Weiteren soll die bisher 

weitestgehend unklare Rolle des Tetraspanins CD9 bei der Infektion untersucht, der 

entscheidende durch das Tetraspanin beeinflusste Infektionsschritt identifiziert, und 

die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse im Hinblick auf die aktuelle 

Forschung diskutiert werden. 
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3 Material 

3.1 Chemikalien und Reagenzien 

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, falls nicht anders vermerkt, 

von den folgenden Unternehmen bezogen: AppliChem (Darmstadt), Becton 

Dickinson, Fluka (Buchs), GE Healthcare, Gibco/ Invitrogen, Merck, Pharmacia-LKB 

Biotechnology (Uppsala), Roche, Roth (Horgenzell), Serva (Heidelberg), Sigma-

Aldrich und Whatman (Dassel). 

 

 

3.2 Laborgeräte  

Tabelle 3.1 Laborgeräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Blot-Kammer Trans-Blot™ Cell Bio-Rad, München 

Brutschrank CO2-AUTO-ZERO Heraeus 

Chemiluminometer Tristar LB941 Berthold 

Durchflusszytometer FACScan Becton Dickinson 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss 

Heizblock Blockthermostat BT 1303 HLC Biotech, Bovenden 

Kontrastphasenmikroskop Wilvort S AFL Hund, Wetzlar 

Laborwaagen BL1500 D 

Mettler AE 100 

Sartorius 

Mettler, Greifensee 

Magnetrührer IKAMAG REC-G IKA Labortechnik, 

Staufen 

pH-Meter  InoLab pH Level 2 WTW, Weilheim 

Pipetten Pipetman P2, P10, P20, 

P200, P1000 

Gilson 

Pipettierhilfe PIPETBOY accu 

pipetus® 

Hirschmann, Eberstadt 
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Schüttler Rocky Heraeus 

Sterilbank siRNA Hera Safe Heraeus 

Sterilbank Zellkultur Nu-440-400E (Class 2) Nuaire 

Tischzentrifugen Biofuge pico  

Biofuge fresco 

Heraeus 

Wasserbad JB1 Grant Instruments, 

Shepreth 

Wirbelmischer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, 

Bohemia 

Zentrifugen Labofuge 400 R Function 

Line 

Sorvall® RC-SB 

Refrigerated Superspeed 

Heraeus  

Du Pont Instruments, 

Wilmington 

 

 

3.3 Labormaterialien 

Die Plastikwaren stammen von den Firmen Becton Dickinson, Greiner und Sarstedt. 

Die Glaswaren wurden von der Firma Schott bezogen. 

 

 

3.4 Kits und Fertigreagenzien  

Tabelle 3.2 Kits und Fertigreagenzien  

Produkt Hersteller Verwendung 

Brij58 Sigma Aldrich Zell-Lyse bei der 

Herstellung der 

Pseudoviren 

Cytotoxicity Detection 

KitPLUS (LDH) 

Roche Zytotoxizitäts-/ LDH-

Bestimmung 
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Fluoprep Biomérieux Einbettmedium für 

Immunfluoreszenzen 

Hoechst 33342 Sigma Aldrich Zellkernfärbung 

Immunfluoreszenz 

JetPRIME™ DNA 

transfection reagent 

Polyplus transfection, 

Illkirch-Graffenstaden 

Ko-Transfektion von RNA 

und DNA 

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen Transfektion von DNA 

Lipofectamine™ 

RNAiMAX 

Invitrogen Transfektion von RNA 

Reporter Lysis Buffer 5x Promega Lyse-Puffer  

Trypsin/EDTA PAN Biotech GmbH, 

Aidenbach  

Ablösen von adhärenten 

Zellen 

Western Lightning™ 

Plus-ECL 

Perkin Elmer Protein-Detektion im 

Western Blot 

 

 

3.5 Antikörper 

3.5.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 3.3 Primäre Antikörper 

Ziel Spezies Verwendung/ 

Verdünnung 

Quelle 

CD9 Maus, 

monoklonal 

WB/ 1:500 Acris, Herford 

CD81 (1.3.3.22) Maus, 

monoklonal 

WB/ 1:100 Santa Cruz 

CD151 Kaninchen, 

polyklonal 

WB/ 1:1 000 (Berditchevski et al. 2002) 

L1 (16L1-312F) Maus, 

monoklonal 

WB/ 1:100 (Volpers et al. 1995) 
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L1 (33L1-7) Maus, 

monoklonal 

IF/ 1:10 (Sapp et al. 1995) 

L1 (K75) Kaninchen, 

polyklonal 

IF/ 1:1 000 (Bergsdorf et al. 2003) 

β-Aktin (AC-15) Maus, 

monoklonal 

WB/ 1:20 000 Sigma-Aldrich 

 

3.5.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 3.4 Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezies Konjugat Verdünnung Firma 

Anti-Kaninchen Ziege Peroxidase 1:5 000 Dianova 

Anti-Maus Ziege Peroxidase 1:5 000 Dianova 

 

Tabelle 3.5 Sekundäre Antikörper für die Immunfluoreszenzen 

Antikörper Spezies Konjugat Verdünnung Firma 

Anti-Kaninchen Ziege Alexa Fluor 488  

Alexa Fluor 546 

1:250 Invitrogen 

Anti-Maus Ziege Alexa Fluor 488 1:250 Invitrogen 

 

 

3.6 siRNA  

Tabelle 3.6 siRNA 

Bezeichnung Ziel-Sequenz Hersteller 

CD151 #1 CAUGUGGCACCGUUUGCCU Qiagen 

CD151 #2 CACAUACAGGUGCUCAAUAAAdTdT Sigma-Aldrich 

CD81 #1 CTGACTCCGTCATTTAATAAA Qiagen 

CD81 #2 CACCTTCTATGTAGGCATCTA Qiagen 

CD9 #1 CAAAGAGGTCTTCGACAATAA Qiagen 

CD9 #2 ACAAATGTCTATCAACTTTAA Qiagen 

 



 
Material 

17 
 

3.7 Plasmide  

Tabelle 3.7 Plasmide 

Bezeichnung Beschreibung Referenz 

Kontrollvektor pcDNA3.1(+); 

Expressionsvektor 

Invitrogen 

pcDNA3.1(+)/ Luciferase Expressionsvektor pcDNA3.1(+) 

mit dem Luciferase-Gen  

(Schneider et al. 

2011) 

CD9 HA Expressionsvektor 

pcDNA3.1/Hygro(-)mit dem 

CD9-Gen 

(Mikuličić et al. 

2020) 

CD9 Hygro Expressionsvektor pCMV-HA 

mit dem CD9-Gen 

(Mikuličić et al. 

2020) 

GFP-CD9 CD9-Gen, gekoppelt an grün- 

fluoreszierendes Protein (GFP), 

Expressionsvektor pEGFP-N3 

(Snieder et al. 

2019) 

 

 

3.8 Puffer und Lösungen  

Tabelle 3.8 Puffer und Lösungen 

5 x Lämmli-Probenpuffer  312,5 mM Tris-Cl (pH 6,8) 

10 % SDS 

50 % Glycerin 

0,025-0,5 % Bromphenolblau 

(ggf. 10 % Mercaptoethanol) 

10 x Lämmli-Laufpuffer 25 mM Tris-Cl (pH 6,8) 

192 mM Glycin 

1 % SDS 

10 x PBS 1,37 M NaCl 

27 mM KCl 

11,5 mM KH2PO4 
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65 mM Na2HPO4 x 2H2O 

Ponceau S- Lösung 0,1 % Ponceau S 

3 % Trichloressigsäure 

SDS-Page - Lösung B 1,5 M Tris-HCl (pH 8.8) 

0,4 % SDS (181 g Tris + 4 g SDS auf 1 l) 

SDS-Page - Lösung C  0,5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

0,4 % SDS (60,6 g Tris + 4 g SDS auf 1 l) 

Western Blot-Transferpuffer 25 mM Tris 

192 mM Glycin 

20 % Methanol 

Luciferase-Substratpuffer 50 mM Tris-Cl (pH 7.8) 

20 mM DTT 

15 mM MgSO4 

0,5 mM EDTA 

0,5 mM Luciferin 

0,5 mM ATP 

0,5 mM Coenzym A 

PEI (Polyethylenimin) Transfektionsreagenz und Inhibitor der 

primären Zellbindung von HP-Viren 

(Spoden et al. 2012) 

 

 

3.9 Marker 

 Tabelle 3.9 Marker 

Produkt Hersteller 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder  Fermentas, Waltham 
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3.10 Zellkultur 

3.10.1.1 Zelllinien 

Tabelle 3.10 Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung Herkunft, Referenz 

HeLa Isoliert aus humanem 

Zervixkarzinom 

Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und 

Zellkulturen, (Scherer et al. 1953) 

HaCaT Spontan immortalisierte 

humane Keratinozyten 

CLS Cell Lines Service, 

Eppelheim, (Boukamp et al. 1988) 

NHEK Primäre Keratinozyten 

Normal Human Epidermal 

Keratinocytes 

PromoCell 

293TT Humane embryonale 

Nierenzellen, zusätzlich 

zwei T-Antigene von SV-40 

(Buck et al. 2004) 

 

3.10.1.2 HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen sind immortalisierte Keratinozyten, welche im Jahre 1951 aus dem 

Zervixkarzinom der Patientin Henrietta Lacks isoliert worden sind. Diese Zelllinie 

zeichnet sich durch unbegrenzte Fähigkeit zur Zellteilung aus und ist die älteste und 

am meisten verwendete Zelllinie. 

 

3.10.1.3 HaCaT-Zellen 

Bei den HaCaT (Human Adult Low Calcium High Temperature)- Zellen handelt es 

sich um eine spontan transformierte, humane Keratinozyten-Zelllinie, die von der 

Arbeitsgruppe Boucamp et al. aus der Peripherie eines malignen Melanoms isoliert 

und etabliert wurde. Von Vorteil ist die hohe Lebensfähigkeit, die hohe genetische 

Stabilität und die weitgehend erhaltene epidermale Differenzierungskapazität 

(Boukamp et al. 1988). 
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3.10.1.4 NHEK 

Normale humane epidermale Keratinozyten werden aus juvenilem Gewebe von 

Spendern isoliert und spiegeln somit die in-vivo-Verhältnisse am besten wider. Von 

Nachteil sind die begrenzte Kultivierbarkeit und Lebensfähigkeit, die vergleichsweise 

niedrige Wachstumsrate sowie die schlechte DNA-Transfizierbarkeit dieser Zellen. 

 

3.10.2 Medien und Zusätze für die Zellkultur 

Tabelle 3.11 Medien und Zusätze für die Zellkultur 

Produkt Hersteller 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) PAA Laboratories 

Fetales Kälberserum (FCS) Gibco/ Invitrogen 

Hepes-BSS PromoCell 

Keratinocyte Growth Medium 2 PromoCell 

Nicht essenzielle Aminosäuren, 100 x PAA Laboratories 

Trypsin Neutralizing Solution PromoCell 

Trypsin/ EDTA PromoCell 
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4 Methoden 

4.1 Zellkultur 

4.1.1 Kultivierung der Zellen 

Die Zelllinien HeLa und HaCaT wurden in dem Zellkulturmedium Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM) mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS) und 1 % nicht- 

essenziellen Aminosäuren bei 37 °C und 5 % CO2 angezogen. Die Kultivierung der 

primären Keratinozyten (NHEK) erfolgte im Keratinocyte Growth Medium 2 ebenfalls 

bei 37 °C und 5 % CO2. Die Zelllinien wurden als adhärente Einschicht-Kulturen in  

75 ml oder 175 ml großen Zellkulturflaschen kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten fanden 

unter sterilen Bedingungen statt. 

 

4.1.2 Passagieren der Zelllinien HeLa und HaCaT 

Die Zelllinien wurden abhängig von ihrer Dichte zwei- bis dreimal pro Woche unter 

der Sterilbank passagiert. Dazu wurden HeLa- und HaCaT- Zellen zunächst mit PBS/ 

2,5 mM EDTA gewaschen. Anschließend wurden sie vom Flaschenboden gelöst 

durch Inkubation mit 1 ml (75 ml große Zellkulturflasche) oder 1,5 ml (175 ml große 

Zellkulturflasche) 0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA für zehn Minuten bei 37 °C. Zur 

Neutralisierung der Trypsinwirkung wurden die Zellen in circa 9 ml vorgewärmtem 

DMEM/ 10 % FCS aufgenommen und durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren 

vereinzelt. Schließlich wurden die Zellen verdünnt (auf 1:5 oder 1:10), in eine neue 

Zellkulturflasche gegeben und mit frischem Medium versetzt. 

 

4.1.3 Passagieren von NHEK 

Die primären Keratinozyten (NHEK) wurden ein- bis zweimal wöchentlich passagiert. 

Nach dem Waschen mit Hepes-BSS und Bedeckung mit 3,5 ml (75 ml große 

Zellkulturflasche) oder 7 ml (175 ml große Zellkulturflasche) Trypsin/ EDTA wurden 

die Zellen bei Raumtemperatur für circa zehn Minuten inkubiert. Nach dem Lösen der 

Zellen vom Flaschenboden wurde die Trypsinwirkung durch Zugabe der gleichen 

Menge Trypsin Neutralizing Solution gestoppt. Im Folgenden wurden die Zellen 

vereinzelt, in ein 15-ml-Falkon gegeben und für fünf Minuten bei 300 x g zentrifugiert. 
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Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml/ 10 ml Keratinocyte 

Growth Medium 2 aufgenommen. Die Zellen wurden vereinzelt, verdünnt und in eine 

neue Zellkulturflasche gegeben. 

 

4.1.4 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie beschrieben (Kapitel 4.1.2 und 

4.1.3) vom Zellkulturflaschenboden gelöst und in DMEM/ 10 % FCS aufgenommen. 

Von der Zellsuspension wurden 10 µl in die Neubauer Zählkammer gegeben. Unter 

dem Mikroskop wurden anschließend die Zellen in den vier großen Quadraten  

(1 mm2) ausgezählt und die durchschnittliche Zellzahl ermittelt. Das Verdünnungs-

verhältnis war dabei abhängig von der Zelldichte. 

 

Zellzahl pro 1 ml = 

Summe der Zellen pro 1 mm2 x Verdünnungsfaktor x 10 000 

 

Nach Bedarf wurden die Zellen anschließend in gewünschter Dichte ausgesät. 

 

 

4.2 Transfektion von Zellen 

Als Transfektion bezeichnet man in der Zellbiologie das Einbringen von Fremd-DNA 

oder -RNA in eukaryotische Zellen (Lottspeich und Engels 2012). In der vorliegenden 

Arbeit wurden ausschließlich transiente Transfektionen durchgeführt. Hierbei wird die 

Fremd-DNA bzw. -RNA via Plasmid in die Wirtszelle eingeschleust und verbleibt dort 

nur kurzzeitig. 

Am Vortag der Transfektion wurde die benötigte Zellzahl mit Hilfe der Neubauer 

Zählkammer bestimmt (Kapitel 4.1.4). Je nach Versuchsansatz und Zelllinie wurden 

entsprechend viele Zellen in DMEM ausgesät. Vier bis sechs Stunden nach der 

Transfektion erfolgte ein Wechsel des Zellmediums. 
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4.2.1 siRNA-Transfektion 

Small interfering RNAs, abgekürzt siRNAs, sind RNA-Moleküle, bestehend aus circa 

25 Basenpaaren, welche durch sogenannte RNA-Interferenz die Genexpression der 

Zelle beeinflussen können. SiRNAs bewirken, dass selektive, also zur siRNA 

komplementäre, Messenger-RNAs der Zelle nach der Transkription degradiert 

werden, so dass die genetische Information der mRNA nicht translatiert werden 

kann. Dies geschieht unter anderem mit Hilfe des RNA-induced silencing complex 

(RISC). Dieser hat die Aufgabe, einzelsträngige RNA mit einer zur siRNA 

komplementären Nukleotidsequenz zu zerstören. Auf diese Weise wird die 

Translation des Gens, welches die siRNA codiert, verhindert. In der 

Molekularbiologie macht man sich diesen Mechanismus zu Nutzen, um die 

Expression bestimmter Proteine zu verhindern. Dabei bringt man siRNA für eine 

bestimmte Ziel-RNA in die Zielzelle ein, welche daraufhin zerstört wird. Dieser 

Vorgang, auch Knockdown genannt, wird angewandt, um gezielt die Funktion 

einzelner Proteine zu untersuchen. In der hier vorliegenden Arbeit wurden CD151-, 

CD81- und CD9- spezifische siRNAs verwendet, um die Herstellung dieser 

Tetraspanine zu unterdrücken und deren Auswirkung auf die Infektion mit HPV16 zu 

charakterisieren. 

Hierzu wurden NHEK, HeLa- oder HaCaT-Zellen ausgesät und mit Lipofectamine™ 

RNAiMax nach Herstellerangaben transfiziert. 

 

4.2.2 DNA-Transfektion 

Die DNA-Transfektion von HeLa- Zellen wurden mit Lipofectamine™ 2000 

(Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 

 

4.3 Herstellung von HPV16-Pseudoviren 

Zur Charakterisierung der Interaktion von Wirtszellproteinen mit viralen Proteinen 

wurden in der hier vorliegenden Arbeit Infektionsversuche mit sogenannten 

Pseudoviren durchgeführt. Als Pseudoviren (PsV) bezeichnet man virale Kapside, 

die wie native Viren aus den Kapsidproteinen L1 und L2 bestehen. Im Inneren des 

Kapsids ist aber nicht das virale Genom enthalten, sondern ein Reporterplasmid, das 
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als Indikator für eine produktive Infektion fungiert. Die Pseudoviren wurden in 

kultivierten HEK293TT durch Ko-Transfektion von HPV16-L1- und HPV16-L2-

Plasmiden, sowie einem Reportergen-Plasmid (pcDNA3.1(+)/ Luciferase) produziert. 

Die Herstellung der Plasmide erfolgte im Labor der AG Florin außerhalb meiner 

Dissertation nach Buck et al. (Buck et al. 2004, 2005a; Buck und Thompson 2007; 

Buck et al. 2005b). Die Pseudovirus-Fraktionen wurden zu je 150-µl-Aliquots bei  

-20 °C aufbewahrt. 

 

 

4.4 Infektionsassay 

Um den Einfluss der Tetraspanine CD151, CD81 und CD9 auf die HPV16-Infektion 

zu untersuchen, wurden Luciferase-basierte Infektionsassays durchgeführt. Dazu 

wurde die Expression der Tetraspanine gegebenenfalls mittels Transfektion 

depletiert oder erhöht, beziehungsweise deren Funktion durch spezifische Antikörper 

beeinflusst. Im Anschluss wurden die Zellen mit HPV16-Pseudoviren infiziert, welche 

anstatt des HPV-Genoms ein Reportergen-Plasmid im Kapsid tragen. Dieses 

Reportergen kodiert für die Oxidoreduktase Luciferase und seine Expression dient 

als Maß für die Infektion. Im Beisein von Adenosintriphosphat (ATP) und Magnesium 

(Mg2+) katalysiert das Enzym Luciferase die oxidative Decarboxylierung von 

Luciferin. Hierbei wird Energie in Form von Licht mit einer Wellenlänge von 560nm 

frei. 

 

Luciferin + ATP + O2  Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 

 

Im Zuge eines Luciferase-basierten Infektionsassays wurden entsprechend viele 

Zellen der gewünschten Zelllinie ausgesät, gegebenenfalls vorbehandelt und 

inkubiert. Die Infektion erfolgte mit 1 µl (NHEK 3 µl) HPV16-PsV. Nach einer weiteren 

Inkubation von 24 Stunden, beziehungsweise 48 Stunden (NHEK), wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und zum Ablösen einem Gefrier-Tau-Zyklus unterzogen. Im 

Anschluss wurden die Zellen in 250 µl Reporter Gene Lysis Buffer aufgenommen 

und ca. 20 Minuten auf einen Schüttler gegeben. Die Zell-Lysate wurden in je 1,5-ml-

Reaktionsgefäße pipettiert, drei Minuten lang bei 13.000 x g zentrifugiert und jeweils 
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150 µl des Überstandes wurde in eine 96-Well-Platte pipettiert. Anschließend wurde 

zu jeder Probe Luciferase-Substratpuffer (50 µl) gegeben und zwei Sekunden 

gemischt. Die Luciferase-Aktivität wurde mit dem Chemilumineszenz-Messgerät 

(Tristar LB941, Berthold) gemessen. 

 

 

4.5 LDH-Assay 

Um eine mögliche Toxizität der siRNA oder DNA auf die Zellen auszuschließen, 

wurde parallel zum Infektionsassay standardmäßig ein Zell-Viabiltätstest/ LDH-Test 

(CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay) durchgeführt. Die 

Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulär vorliegendes Enzym, welches die 

Reduktion von NAD zu NADH katalysiert. Sie ist nur aktiv in lebenden Zellen, welche 

über eine intakte Zellmembran verfügen und dient somit zur Messung der 

Zellviabilität. Die durch die Lactatdehydrogenase katalysierte Reaktion kann nach 

Zugabe einer bestimmten Substanz mittels eines Chemilumineszenz-Gerätes 

gemessen werden (siehe Kapitel 4.4). Dazu wurden vom Überstand des Zell-Lysates 

10 µl jeder Probe in eine 96-Well-Platte pipettiert und nach Herstellerangaben weiter 

behandelt. Das Chemilumineszenz-Messgerät (Tristar LB941, Berthold) ermittelte die 

Zellviabilität.  

Sofern die Zellviabilität der Proben den Prozentsatz von 80 % im Vergleich zu den 

nicht vorbehandelten Kontrollzellen überschritt, wurden die Werte aus den 

Infektionsassays mit denen aus dem parallel erhobenen Zell-Viabilitätstest 

abgeglichen. Dazu wurden die Werte der Kontrollzellen auf 100 % gesetzt. Proben, 

deren LDH-Werte deutlich von denen der Kontrollzellen abwichen, wurden nicht in 

die Wertung mit einbezogen, da hier von einer mangelnden Zellvitalität auszugehen 

ist. 

 

 

4.6 Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese (SDS-PAGE = sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe. Vor der 

Auftrennung wird dem Proteingemisch Natriumdodecylsulfat (SDS) zugeführt, 
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welches die Eigenladungen der Eiweiße überdeckt, so dass diese konstant negativ 

geladen sind und sich gegenseitig abstoßen. Zusammen mit der Denaturierung 

durch Erhitzen führt es dazu, dass die Proteine linearisiert werden. Anschließend 

wandern die Proteinketten entsprechend ihrem Molekulargewicht auf einem 

Polyacrylamid-Gel in einem elektrischen Feld, wobei größere Proteine im Gel stärker 

zurückgehalten werden als kleinere. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden 5 %-ige Sammelgele und 10 %-ige Trenngele 

verwendet. Das Sammelgel dient der Konzentrierung der Proteine und sorgt dafür, 

dass alle Proteine gleichzeitig in das folgende Trenngel eintreten. Im Trenngel erfolgt 

schließlich die Auftrennung der Proteine. 

 

Zusammensetzung der Gele: 

Tabelle 4.1 Zusammensetzung der Gele zur SDS-Page 

Sammelgel (5 %): 8,8 ml H2O 

2,5 ml Acrylamid Stammlösung 

3,75 ml Lösung C 

150 µl APS-Lösung (10 %) 

15 µl TEMED 

Trenngel (10 %): 14,2 ml H2O 

11,7 ml Acrylamid Stammlösung 

8,8 ml Lösung B 

350 µl APS 

17,5 µl TEMED 

 

Für die Gelelektrophorese wurden die Zellen 24 bzw. 48 Stunden nach der 

Transfektion mit PBS gewaschen und mit 2,5 x Lämmli-Puffer versetzt. 

Die SDS-Page erfolgte sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht-

reduzierenden Bedingungen. Unter reduzierenden Bedingungen enthält der 

Probenpuffer Thiole, wie β-Mercaptoethanol, welche Disulfidbrücken spalten und 

damit die Tertiärstruktur von Proteinen auflösen. War der direkte Nachweis der 

Tetraspanine vorgesehen, so erfolgte die Gelelektrophorese unter nicht-

reduzierenden Bedingungen. Das bedeutet, der Probenpuffer enthielt kein β-

Mercaptoethanol. So blieb die Tertiärstruktur der Tetraspanine erhalten und 
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ermöglichte die Epitop-Erkennung durch Antikörper. Danach wurden die Proben fünf 

Minuten lang bei 95 °C erhitzt und in die Taschen des Polyacrylamid-Gels 

aufgetragen. Das Gel wurde in eine Gelkammer gespannt und für drei Stunden an 

eine Spannungsquelle angeschlossen bei 200 Volt und 75 mA. 

 

 

4.7 Western Blot 

Der Western Blot ist eine Methode zum Transfer elektrophoretisch aufgetrennter 

Proteine (beispielsweise durch SDS-PAGE) auf eine Trägermembran, wie z. B. 

Nitrozellulose. Dazu wird ein elektrisches Feld angelegt, welches senkrecht zum 

Polyacrylamid-Gel steht. Die Bindung der Proteine an die Membran erfolgt über 

hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen. Das durch die 

Gelelektrophorese entstandene Muster der aufgetrennten Proteine wird auf die 

Membran übertragen. 

Zum Übertragen der aufgetrennten Proteine wurde das Polyacrylamid-Gel direkt mit 

der Nitrozellulosemembran in Kontakt gebracht, in eine Kassette eingelegt und in die 

Blot-Kammer mit Transferpuffer gestellt. Dann wurde ein elektrisches Feld angelegt, 

welches senkrecht zum Polyacrylamid-Gel orientiert war, so dass die Proteine auf die 

Nitrozellulosemembran geblottet worden sind. Die Proteinübertragung wurde 

entweder für zwei Stunden bei 400 mA oder über Nacht bei 150 mA durchgeführt. 

Nach dem Übertragen der Proteine auf die Nitrozellulosemembran können die 

Proteine durch Immundetektion sichtbar gemacht werden. Dazu wird ein primärer 

Antikörper auf die Membran gegeben, der spezifisch an ein Epitop des zu 

untersuchenden Proteins bindet. Anschließend wird ein sekundärer Antikörper 

hinzugefügt, der gegen die Spezies des Primärantikörpers gerichtet ist. An den 

sekundären Antikörper ist das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Dessen 

Aktivität kann durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden. 

Zur Entfernung von Methanol-Rückständen wurde die Membran kurz in destilliertem 

Wasser geschwenkt. Um den Erfolg der Proteintransfers sichtbar zu machen, wurden 

die Proteine zunächst mit Ponceau S-Lösung auf der Nitrozellulosemembran sichtbar 

gemacht und danach mit PBS wieder entfärbt. 
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Im Anschluss wurde die Membran 30 Minuten lang in PBS/ 5 % Milchpulver 

geschwenkt, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Der Primärantikörper wurde in 

optimaler Verdünnung in dieselbe Blockierlösung gegeben und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran mit PBS/ 0,1 % Tween 20 dreimal zehn Minuten gewaschen und der 

Sekundärantikörper in entsprechender Verdünnung in PBS/ 5 % Milchpulver 

zugegeben. Nach Inkubation für eine Stunde bei Raumtemperatur wurde die 

Membran dreimal zehn Minuten in PBS/ 0,1 % Tween 20 und dann dreimal zehn 

Minuten in 1 % PBS gewaschen. Nun wurde die Membran nach Herstellerangaben 

mit dem Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus behandelt. Dieses 

enthält Luminol als Substrat für die an den sekundären Antikörper gekoppelte 

Meerrettich- Peroxidase. Das durch die enzymatische Reaktion entstandene Licht 

konnte auf einem Film detektiert werden. Zur densitometrischen Auswertung der 

Banden wurde das Gel-Analyse-Plugin der Software ImageJ verwendet. 

Zur weiteren Immundetektion ist es notwendig, die gebundenen Antikörper wieder 

von der Membran zu entfernen. Dazu wurde die Membran mit Stripping-Puffer 

überschichtet und für eine Stunde in einem Wasserbad bei 50 °C geschwenkt. 

Danach wurde die Membran dreimal zehn Minuten mit PBS gewaschen (einmalig bei 

50 °C, zweimalig bei Raumtemperatur). Das Blocken der Membran und die 

Immundetektion der Proteine erfolgte wie zuvor in diesem Kapitel beschrieben.  

 

Stripping-Puffer:    62,6 mM Tris-Cl (pH 6,8) 

      2 % (w/v) SDS 

      0,1 M ß-Mercaptoethanol 

 

 

4.8 Ko-Transfektion von siRNA und DNA 

Die siRNA-Transfektion kann in der Zielzelle die Genexpression beeinflussen. Da in 

den durchgeführten Infektionsassays das Enzym Luciferase als Maß für die Infektion 

herangezogen wurde, musste ausgeschlossen werden, dass die in die Zielzelle 

eingebrachten CD151-, CD81-, und CD9-spezifischen siRNAs die Expression der 

Luciferase beeinflussten. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen in 24-Well-Platten 
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ausgesät und am Folgetag mit der entsprechenden siRNA transfiziert. Nach weiteren 

24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit pcDNA3.1+/Luciferase ko-transfiziert. 

Die Transfektion erfolgte mit JetPrime™ DNA transfection reagent nach 

Herstellerangaben. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Zellmedium gewechselt 

und die Zellen wurden für weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die 

Auswertung erfolgte mit dem Chemilumineszenz-Messgerät (Tristar LB941, 

Berthold). Als Positiv-Kontrolle diente ein Ansatz mit einer Luciferase-spezifischen 

siRNA. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Ansatz mit Kontroll-siRNA transfiziert, welche 

keine Zielstruktur in der Zelle hat. Im Anschluss wurden die Messwerte aller Proben 

in Relation zum Wert der Negativ-Kontrolle gesetzt. 

 

 

4.9 Durchflusszytometrie 

Mittels Durchflusszytometrie (flow cytometry) können auf den zu untersuchenden 

Proben markierte Oberflächenmoleküle und -proteine quantitativ bestimmt werden. 

Hierzu werden die Proteine oder Partikel auf der Zelloberfläche mit einem Farbstoff 

markiert. Anschließend wird dieser Farbstoff von einem Messgerät zur Fluoreszenz 

angeregt. Dabei kann das entstehende Lichtsignal auf jeder einzelnen Zelle 

gemessen werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand dieser Methode untersucht, ob Zellen, bei 

denen zuvor mittels siRNA-Transfektion die Expression von CD9 unterdrückt worden 

war, Pseudoviren an ihre Oberfläche binden. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 

CD9-spezifischer siRNA transfiziert (siehe Kapitel 4.2.1) und nach 48 Stunden mit 

Pseudoviren infiziert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurden die 

gebundenen Viren nach folgendem Protokoll mit dem primären L1-spezifischen 

Antikörper K75 (siehe Tabelle 3.3) und dem sekundären Kaninchen-Antikörper 

AlexaFluor-488 (siehe Tabelle 3.4) markiert. 

Zunächst wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, mittels Trypsin-EDTA (100 μl 

pro Well) abgelöst und in Messröhrchen gegeben. Nach dem Zentrifugieren für fünf 

Minuten bei 1 100 rpm wurde der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 

Puffer resuspendiert und mit dem primären Antikörper (Tabelle 3.3) in 100 μl PBS  
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20 Minuten lang bei 4 °C inkubiert. Der Antikörper wurde danach mit 1 ml PBS 

wieder ausgewaschen und die Zellen wurden erneut zentrifugiert (1 100 rpm, fünf 

Minuten). Das Zellpellet wurde resuspendiert und für 15 Minuten bei 4 °C mit dem in 

100 μl PBS aufgelösten sekundären Antikörper (siehe Tabelle 3.4) inkubiert. Auch 

dieser wurde mit 1 ml PBS abgewaschen, die Zellen abzentrifugiert (1 100 rpm, fünf 

Minuten) und der Überstand verworfen. Die Proben wurden dann in 500 μl PBS 

resuspendiert und kühl gestellt bei 4 °C. 

Zur Messung wurde das Durchflusszytometer FACScan verwendet. Die Auswertung 

der Messungen erfolgte mit der dazugehörigen Software CellQuest Version 3.3. Die 

Kontrolle wurde als 100 % gesetzt und der Prozentsatz an mit Pseudoviren 

gebundenen Zellen davon abhängig berechnet. 

 

 

4.10 HPV16-Bindungsassay 

Nach siRNA-vermittelter Depletion der Tetraspanine CD9 und CD151 wurde die 

Bindung von HPV16-Pseudoviren an die Zelloberfläche auch durch einen 

Bindungsassay mit anschließendem SDS-Page und Western Blot untersucht. 

Dazu wurden HeLa-Zellen ausgesät und nach 24 Stunden mit den jeweiligen siRNAs 

transfiziert (siehe Kapitel 4.2.1). Nach 48 Stunden Inkubation wurden zunächst einige 

Zellen für eine Stunde mit PEI (Polyethylenimin) versetzt, welches die Bindung der 

Viren an die Zelloberfläche inhibiert. Somit dienten diese Zellen als Positiv-Kontrolle. 

Dann wurden alle Zellen mit 50 µl Zellmedium versetzt und mit 1 µl Pseudoviren 

infiziert. Nach einer Stunde Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit PBS 

gewaschen und in 80 µl 2,5 x Lämmli/ 10 % β-Mercaptoethanol aufgenommen. Die 

Proben wurden im Anschluss in 1,5-ml-Reaktionsgefäße gegeben und fünf Minuten 

lang bei 95 °C erhitzt. Unter reduzierenden Bedingungen wurden sie mittels 

Gelelektrophorese und Western Blot (Kapitel 4.6 und 4.7) untersucht. L1 wurde mit 

dem monoklonalen Maus-Antikörper 16L1-312F detektiert. Als Ladekontrolle diente 

der Nachweis von β-Aktin. 
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4.11 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 

Das Prinzip der Immunfluoreszenz beruht auf der Darstellung von Proteinen mit Hilfe 

von markierten Antikörpern. Nach einer Permeabilisierung der Zellmembran können 

auch intrazelluläre Strukturen detektiert werden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz 

bindet zunächst ein nicht markierter primärer Antikörper spezifisch am zu 

untersuchenden Protein. Der sekundäre Antikörper bindet wiederum 

speziesspezifisch an den primären Antikörper und ist mit einem Fluorochrom 

konjugiert. Wird das Fluorochrom am sekundären Antikörper nun mit Licht einer 

bestimmten Wellenlänge angeregt, emittiert es dadurch Licht eines anderen 

Wellenlängenspektrums. 

Für die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden HeLa- und HaCaT-Zellen auf 

Deckgläschen in 12-well-Zellkulturplatten ausgesät und über Nacht kultiviert. Die 

Zellen wurden je nach Versuchsaufbau gegebenenfalls zuvor wie in Kapitel 4.2.1 

beschrieben mit siRNAs transfiziert und anschließend mit HPV16-Pseudoviren 

infiziert. Die Deckgläschen wurden bis zum Einbetten der Zellen in den 

Zellkulturplatten belassen. 

 

4.11.1 Fixierung und Antikörperfärbung der Zellen 

Als nächstes erfolgten das Absaugen des Mediums und das dreimalige Waschen der 

Zellen mit PBS. Anschließend wurden die Zellen durch Zusatz von Methanol und 

Einfrieren bei -20 °C für ca. zehn Minuten fixiert und permeabilisiert. War keine 

Permeabilisierung vorgesehen, so wurden die Zellen mit PBS/ 2 % Paraformaldehyd 

für zehn Minuten bei 4 °C lediglich fixiert. Paraformaldehyd lässt die Zellmembran 

weitestgehend intakt. 

Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Um unspezifische 

Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen mit PBS/ 1 % BSA bedeckt und für 

30 Minuten inkubiert. Der primäre Antikörper wurde in PBS/ 1 % BSA verdünnt und 

für eine Stunde in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgten 

dreimaliges Waschen mit PBS um nicht gebundene Reste des Antikörpers zu 

entfernen und die erneute Blockung unspezifischer Bindungsstellen mit PBS/ 1 % 

BSA. Der sekundäre Antikörper wurde ebenfalls in Verdünnung mit PBS/ 1 % BSA 

auf die Zellen gegeben. Zur Anfärbung des Zellkerns wurde zudem der Farbstoff 

Hoechst 33342 in der Verdünnung 1:20 000 zum sekundären Antikörper gegeben 
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und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte wiederum das 

Waschen der Zellen zunächst dreimal mit PBS/ 1 % BSA und dann dreimal mit PBS. 

Nach dem Waschen erfolgte die Einbettung der Deckgläschen auf Objektträger mit 

Fluoprep. 

 

4.11.2 Mikroskopische Dokumentation 

Die Aufnahmen wurden mit dem Zeiss Axiovert 200 M Mikroskop und der Zeiss 

Axiocam Digitalkamera bei einer 10-, 40- oder 100-fachen Vergrößerung erstellt. Die 

Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte mit Hilfe der dazugehörigen 

Axiovision Software 3.0. 

 

 

4.12 L1-7-Assay 

Der monoklonale Antikörper 33L1-7 bindet ein Epitop des majoren Kapsidproteins 

L1, welches bei intaktem Kapsid nicht zugänglich ist. Erst nach Endozytose der Viren 

und dem Aufbrechen (disassembly) des HPV-Kapsids, kann der Antikörper 33L1-7 

an sein Epitop binden. Dadurch ermöglicht er die gezielte Detektion endozytierter 

und entpackter Kapside in der Immunfluoreszenz. 

Für den L1-7-Assay wurden HeLa- und HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in 12-Well-

Kulturplatten ausgesät. Nach 24 Stunden wurden sie mit der CD9-spezifischen 

siRNA, beziehungsweise der Kontroll-siRNA transfiziert und 48 Stunden lang 

inkubiert. Dann wurden die Zellen mit neuem Medium überschichtet und mit 1 µl 

HPV16-Pseudoviren infiziert. Nach sieben Stunden wurden die Zellansätze wie in 

Kapitel 4.11.1 beschrieben mit Methanol fixiert. Als primärer Antikörper wurde der 

monoklonale Maus-Antikörper 33L1-7 verwendet, während die Zellkerne mit  

Hoechst 33342 sichtbar gemacht wurden. Proteinfärbung und mikroskopische 

Dokumentation erfolgten wie in den Kapiteln 4.11.1 und 4.11.2 beschrieben. 

Für die Auswertung wurden je siRNA-Ansatz 20 fluoreszenzmikroskopische Bilder 

(mit jeweils 3-5 Zellen) nach dem Zufallsprinzip aufgenommen und mithilfe der 

Computersoftware ImageJ ausgewertet. Die Auswertung basiert auf der Auszählung 

der Pixel, die einen bestimmten Helligkeitswert überschreiten. Die Summe der L1-7- 
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positiven Pixel wurde ins Verhältnis zur Fläche der Zellkerne (Summe der positiven 

Pixel des Hoechst-Signals) gesetzt. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Die Depletion von CD9 führt zu gegensätzlichen Auswirkungen auf die 

HPV16-Infektion in den Zelllinien HeLa, HaCaT und NHEK 

Um den potenziellen Einfluss der Tetraspanine CD9 und CD81 auf die HPV-Infektion 

von menschlichen Epithelzellen zu untersuchen, wurden zunächst Infektionsassays 

nach Protein-Knockdown in drei verschiedenen Zelllinien durchgeführt. Um die 

Relevanz von CD9 und CD81 genauer einordnen zu können, wurden 

Untersuchungen zu CD151 mit eingeschlossen. Es konnte bereits gezeigt werden, 

dass CD151 essenziell für die HPV-Infektion ist und die zelluläre Depletion des 

Proteins die Infektion drastisch reduziert (Scheffer et al. 2013). 

Die Zelllinien HeLa und HaCaT, sowie primäre Keratinozyten (NHEK), wurden wie in 

Kapitel 4.2.1 beschrieben für 48 Stunden mit CD9- und CD81-spezifischer siRNA 

transfiziert. Als Kontrollen wurden Zellen aus allen drei Zelllinien mit CD151-

spezifischer- und Kontroll-siRNA versetzt. Anschließend wurden sie für weitere 48 

Stunden mit HPV16-Pseudoviren infiziert. Im Folgenden wurden ein Luciferase-

basierter Infektionsassay und ein LDH-Assay durchgeführt (Abbildung 5.1). Die 

Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein intrazellulär vorkommendes Enzym, dessen 

Aktivitäts-Messung zur Untersuchung des Lebendzellanteils dient. So kann eine 

mögliche Toxizität der siRNAs auf die Wirtszellen festgestellt werden. 

Die Expressionslevel der Tetraspanine wurden mittels Western Blot kontrolliert. Dazu 

wurden die Zell-Lysate 48 Stunden nach siRNA-Transfektion in nicht-reduzierenden 

Lämmli-Probenpuffer resuspendiert und geblottet. Im Anschluss wurden die 

Tetraspanine durch die entsprechenden Antikörper detektiert und die aufgetragene 

Zellmenge durch eine unspezifische Antikörperbande abgeschätzt. 

 

Wie erwartet, resultierte der Protein-Knockdown von CD151 in deutlich verminderter 

HPV16-Infektion von NHEK, HeLa- und HaCaT-Zellen.  

Im Gegensatz dazu führte die Depletion von CD81 lediglich zu milden Effekten auf 

die Infektionslevel. So war ein leichter Rückgang der Infektion um 20-30 % in NHEK 

und HeLa-Zellen messbar. In HaCaT-Zellen konnte überraschenderweise eine 

Erhöhung der Infektionsrate um mehr als das Doppelte festgestellt werden. 
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Ähnlich, jedoch gravierender, waren die Auswirkungen des siRNA-Knockdowns von 

CD9 auf die Infektionslevel. Die Depletion von CD9 führte zu einer deutlichen 

Infektionsinhibition in den Zelllinien HeLa und NHEK, während die Infektionsrate in 

HaCaT-Zellen um das Doppelte anstieg. 

Zusammenfassend führte die Depletion aller drei Tetraspanine in NHEK und Hela-

Zellen also zu einem verminderten Infektionslevel. Bei HaCaT-Zellen verhielt es sich 

anders. Hier bewirkte lediglich der CD151-Knockdown einen Rückgang der Infektion, 

während verminderte CD81- und CD9-Mengen sogar mit einer verstärkten Infektion 

einhergingen. 
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Abbildung 5.1 Vergleichende Infektionsversuche mit HPV16-Pseudoviren nach Knockdown 

von CD151, CD81 und CD9 in NHEK, HeLa- und HaCaT-Zellen 

Die Keratinozyten HeLa (A), HaCaT (B) und NHEK (C) wurden mit CD151-, CD81- und CD9-

spezifischer siRNA transfiziert, 48 Stunden inkubiert und für weitere 24 Stunden (NHEK 48 Stunden) 

mit HPV16-Pseudoviren infiziert. Nach Lyse der Zellen wurden Luciferase- und Zellviabilität 

gemessen. Die Luciferasewerte wurden auf LDH-Aktivität korrigiert und in Bezug zur Kontrolle (Kontr.) 

gesetzt. Die Depletion der Tetraspanine wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot unter nicht-

reduzierenden Bedingungen kontrolliert. Eine unspezifische Antikörperbande diente als Ladekontrolle. 

*P<0,05 (t-Test, gepaart, zweischwänzig) 

 

 

Da der Einfluss der Tetraspanine auf den HPV-Zelleintritt und nicht deren Einfluss 

auf die Expression der Luciferase (Reporter der PsV-Infektion) untersucht werden 

sollte, wurde in entsprechenden Kontrollversuchen ein Effekt auf die Herstellung 

dieses Enzyms ausgeschlossen. Dazu wurden die Zellen für 48 Stunden mit den 

jeweiligen Tetraspanin-spezifischen siRNAs und dem Luciferase-Plasmid transfiziert. 

Als Positiv-Kontrolle wurde ein Ansatz mit einer Luciferase-spezifischen siRNA 

transfiziert, als Negativ-Kontrolle wurde ein Ansatz mit Kontroll-siRNA transfiziert. 

Anschließend wurde die Luciferin-Aktivität gemessen, LDH-Tests durchgeführt und 

die Proben in Relation zur Negativ-Kontrolle gesetzt.  

Wie Abbildung 5.2. demonstriert, hatten die verwendeten siRNAs keinen 

signifikanten Einfluss auf die Herstellung der Luciferase. 
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Abbildung 5.2 Kontrolle der Luciferase-Expression nach Knockdown in HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen wurden zunächst mit CD151-, CD81-, CD9-spezifischer siRNA und 24 Stunden später mit 

dem Luciferase-Plasmid transfiziert. Zur Positiv-Kontrolle diente ein Ansatz mit Luciferase-spezifischer 

siRNA (Luci). Als Negativ-Kontrolle wurde eine siRNA verwendet, welche keine Zielstrukturen in der 

Zelle hat (Kontr.). Nach Lyse der Zellen wurden Luciferin- und Zellviabilität (über LDH) gemessen 

(RLU = relative light units). Die Luciferasewerte wurden auf LDH-Aktivität korrigiert und in Bezug zur 

Kontrolle gesetzt  
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5.2 Differenz der Expressionsmuster von CD151, CD81 und CD9 in NHEK, 

HeLa- und HaCaT-Zellen 

Die unterschiedlichen Reaktionen der verschiedenen Keratinozyten auf die Depletion 

der Tetraspanine (bei NHEK und HeLa-Zellen verminderte Infektionslevel nach 

Knockdown aller drei getesteten Tetraspanine, bei HaCaT-Zellen herabgesetzte 

Infektionsraten nach CD151-Depletion, aber erhöhte Infektion nach CD81- und CD9- 

Knockdown) führten unwillkürlich zu der Frage, ob sich die endogene Menge von 

CD9, CD81 und CD151 in den drei Zelllinien voneinander unterscheidet und dadurch 

hemmend oder aktivierend auf die HPV-Infektion wirken kann. Dazu wurden die 

Expressionsmuster der Tetraspanine durch quantitative Analyse der spezifischen 

Western Blot-Banden untersucht. 

Die Zell-Lysate von NHEK, HeLa- und HaCaT-Zellen wurden unter nicht-

reduzierenden Bedingungen in Lämmli-Probenpuffer aufgenommen. Dies ist wichtig, 

da die Antikörper zum Nachweis der Tetraspanine für den Western Blot nur nicht-

reduzierte Tetraspanine erkennen und binden können. Im Anschluss wurden die Zell-

Lysate geblottet und mit den spezifischen CD9-, CD81-, sowie CD151-Antikörpern 

behandelt. Als Ladekontrolle diente der Nachweis des zellulären β-Aktins. 

 

Es zeigten sich in der Tat deutliche Unterschiede zwischen den getesteten Zelllinien, 

was die endogenen Mengen dieser Tetraspanine betrifft (Abbildung 5.3). Das 

Tetraspanin CD151 ist vor allem in NHEK sehr stark exprimiert, während CD81 

vorwiegend in HaCaT- Zellen (und NHEK) vorkommt. Auch CD9 ist in erster Linie in 

HaCaT-Zellen exprimiert, während HeLa-Zellen und primäre Keratinozyten ein 

deutlich geringeres Expressionslevel zeigen. 

Die CD151-Depletion bewirkte zuvor in allen drei Zelllinien einen etwa gleich starken 

Rückgang der Infektionslevel. Dabei ist dieses Tetraspanin in ungleicher Menge in 

den verschiedenen Zellreihen enthalten (niedriger CD151-Gehalt in HeLa- und 

HaCaT-Zellen, während es von NHEK-Zellen stark exprimiert wird). Die provirale 

Rolle dieses Tetraspanins scheint also unabhängig von seiner intrazellulären 

Quantität zu sein. 

Anders verhält es sich bei den Tetraspaninen CD9 und CD81. Diese kommen in 

HaCaT-Zellen in großer Menge vor, während sie in HeLa-Zellen kaum vorhanden 

sind. In den Infektionsassays führte der Knockdown der beiden Tetraspanine CD9 
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und CD81 in HeLa-Zellen zu einem Rückgang der Infektionsraten, wobei es in 

HaCaT-Zellen zu einem Anstieg der Infektionslevel gekommen ist. Der Schluss liegt 

also nahe, dass die intrinsische Menge von CD81 und CD9 entscheidend dafür ist, 

ob die Infektion mit dem Papillomvirus gefördert oder behindert wird. Vergleicht man 

Expressionslevel und Infektionsassays von CD9 und CD81 in NHEK, so verfestigt 

sich diese Vermutung. In NHEK kommt CD9 analog zu HeLa-Zellen in geringer 

Menge vor, dementsprechend führt seine Depletion ebenfalls zu einer 

herabgesetzten Infektion. CD81 allerdings ist relativ stark vertreten in NHEK. So 

überrascht es nicht, dass es im Infektionsassay nur zu einer schwachen, nicht 

signifikanten Verminderung der Infektion gekommen ist. Ein hohes 

Expressionsniveau von CD9 oder CD81, so wie ich es in HaCaT-Zellen identifiziert 

habe, scheint die Infektion zu behindern. 

 

 

Abbildung 5.3 Expressionsmuster von CD151, CD81 und CD9 in NHEK, HeLa- und HaCaT-

Zellen 

Gleiche Zellmengen an NHEK, HeLa- und HaCaT-Zellen wurden lysiert und unter nicht-reduzierenden 

Bedingungen mittels SDS-PAGE und Western Blot auf den Gehalt der Tetraspanine und β-Aktin 

untersucht. Der Nachweis der Tetraspanine erfolgte mit spezifischen monoklonalen Antikörpern. Das 

zelluläre β-Aktin wurde mithilfe eines monoklonalen Maus-Antikörpers (mMAk) nachgewiesen. Im 

Anschluss wurde der Gehalt der Tetraspanine densitometrisch bestimmt und zum Gehalt von β-Aktin 

in der jeweiligen Probe in Relation gesetzt. (A) zeigt die unterschiedliche Expression der drei 

Tetraspanine CD151, CD81 und CD9 in den drei Zelllinien HeLa, HaCaT und NHEK. In (B) wurde der 

relative Gehalt der einzelnen Tetraspanine in den Zelllinienen graphisch dargestellt. 
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Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass sich die intrinsische Menge der 

getesteten Tetraspanine in den einzelnen Zelllinien stark voneinander unterscheidet. 

Im Hinblick auf die vorausgegangen Infektionsassays liegt die Vermutung nahe, dass 

die Menge an exprimiertem CD151 immer einen positiven Einfluss auf die 

Infektionslevel hat. Im Gegensatz dazu scheint die Quantität von CD81 und CD9 die 

Infektion in unterschiedliche Richtungen modulieren zu können. Eine geringe bzw. 

moderate Menge an endogenem CD9 und CD81, wie in HeLa-Zellen (und NHEK), 

könnte möglicherweise die HPV16-Infektion begünstigen, während eine große 

Menge CD9 das Infektionslevel negativ zu beeinträchtigen scheint. Ein fast 

kompletter Verlust, wie nach Knockdown in HeLa und NHEK ist aber ebenfalls 

ungünstig für die Infektion. 

 

Sowohl in den Infektionsassays nach Knockdown als auch in der Analyse der 

Expressionsmuster legten die Tetraspanine CD81 und CD9 ähnliche Eigenschaften 

an den Tag. Der Knockdown beider Tetraspanine führte in NHEK und HeLa-Zellen 

zur Reduktion der Infektionslevel, während er in HaCaT-Zellen die Steigerung der 

Infektionsrate bewirkte. Da CD9 jedoch im Vergleich zu CD81 deutlich stärkere 

Effekte auf die Infektionslevel zeigte, ist davon auszugehen, dass CD9 eine 

wichtigere Rolle bei der HPV16-Infektion spielt. Daher wurde das Hauptaugenmerk in 

den weiteren Experimenten auf dieses Tetraspanin gelegt. 
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5.3 Geringe Kolokalisation von HPV16 und CD9 auf der Zellmembran von 

infizierten Keratinozyten 

Die räumlich enge Assoziation von CD151 und CD81 mit HPV16 auf der 

Zelloberfläche von infizierten Zellen konnte bereits nachgewiesen werden (Homsi et 

al. 2014; Spoden et al. 2008; Scheffer 2013). Für das Tetraspanin CD9 war dies 

noch nicht untersucht worden und sollte im nächsten Versuch mittels 

Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden. 

Hierzu wurden HeLa-Zellen kultiviert und 24 Stunden mit GFP-CD9-

Expressionsplasmiden transfiziert, so dass die Zellen CD9 exprimierten, welches an 

ein grün-fluoreszierendes Protein gekoppelt war. Dies ermöglichte die direkte 

Darstellung des Tetraspanins ohne Antikörperfärbung. Nach Transfektion wurden die 

Zellen für sieben Stunden mit HPV16-PsV inkubiert, fixiert, sowie mittels HPV16-

spezifischen Antikörpern gefärbt. Die Darstellung des Zellkerns erfolgte mittels 

Hoechst 33342. 

Sieben Stunden nach Infektion mit den Pseudoviren konnte eine partielle 

Kolokalisation des HPV-L1 mit dem Tetraspanin CD9 gezeigt werden. Hierbei 

handelte es sich aber um seltene Ereignisse. Eine überzeugende Kolokalisation, so 

wie sie für CD151 gezeigt worden war, war für CD9 nicht zu finden. CD9 scheint 

damit eher keine Komponente des sekundären Rezeptorkomplexes zu sein, sondern 

eine andere Funktion auszuüben. 

 

Abbildung 5.4 Räumliche Verteilung von HPV16 und CD9 in HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen wurden kultiviert, mit GFP-CD9-Plasmiden transfiziert und für sieben Stunden mit HPV-

Pseudoviren infiziert. Im Anschluss folgte die Fixierung der Zellen, bevor diese mit dem polyklonalen 

HPV16-L1-Antikörper K75 inkubiert wurden. Die Zellkerne wurden mit dem DNA-interkalierenden 

Farbstoff Hoechst 33342 sichtbar gemacht. Auswertung und Bearbeitung erfolgten mittels Axiovision-

Software. 
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5.4 CD9-Überexpression wirkt sich negativ auf die HPV-Infektionslevel aus 

In den vorangehenden Experimenten hat sich gezeigt, dass CD9 mengenabhängig 

die Infektion des humanen Papillomvirus positiv oder negativ beeinflussen kann. Der 

fast komplette Verlust von CD9 hemmt die Infektion, ein geringes oder moderates 

CD9-Niveau scheint sich förderlich auf die Infektion auszuwirken, während eine hohe 

Expression die Infektionsrate wiederum herabsetzt. 

Um diese Annahme zu verifizieren, sollte im Folgenden überprüft werden, wie sich 

ein stark erhöhter CD9-Gehalt auf die Infektionsraten auswirkt. Zu diesem Zweck  

wurde mittels CD9-Überexpression in HeLa-Zellen ein deutlicher Überschuss von 

CD9 so, wie er natürlicherweise in der Zelllinie HaCaT vorkommt, induziert. 

 

Die HeLa-Zellen wurden für 24 Stunden mit zwei verschiedenen CD9-

Expressionsplasmiden (CD9 Hygro und CD9 HA), sowie einer Kontroll-DNA 

transfiziert. Anschließend wurden sie mit HPV16-Pseudoviren infiziert, um  

24 Stunden später durch Luciferase-basierte Infektionsassays die Infektionsrate zu 

bestimmen. Kontrolliert wurden die Expressionslevel von CD9 im Western Blot. Dazu 

wurden entsprechende Zell-Lysate 24 Stunden nach Infektion mit Pseudoviren unter 

nicht-reduzierenden Bedingungen in Lämmli-Probenpuffer aufgenommen. 

 

Wie vermutet, wurde die Infektionsrate der HPV16-Pseudoviren durch die CD9- 

Überexpression der Zielzellen erheblich beeinträchtigt. Im Vergleich zur Kontrolle 

sank die Anzahl infizierter Zellen, welche zuvor mit CD9-Plasmiden behandelt 

worden waren, auf etwa 20 % (Abbildung 5.5 A). Weiterführende Experimente mit 

verschiedenen Konzentrationen von CD9 zeigten einen eindeutigen Zusammenhang 

zwischen dem CD9-Gehalt der Zellen und dem Infektionslevel (Abbildung 5.5 B). Je 

stärker das Tetraspanin CD9 von den Zielzellen exprimiert wurde, desto weniger 

stark wurden sie infiziert. 
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Abbildung 5.5 Infektionsassays nach CD9-Überexpression in HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen wurden (A) mit zwei verschiedenen CD9-Plasmiden derselben Konzentration, CD9 Hygro 

(ohne Tag) und CD9 HA (mit HA-Tag), beziehungsweise mit CD9 HA in aufsteigender Konzentration 

(B) für 24 Stunden transfiziert und für weitere 24 Stunden mit HPV16-Pseudoviren infiziert. 

Anschließend wurden die Zell-Lysate auf die Aktivität von Luciferase und LDH hin untersucht.  

Die Luciferasewerte wurden auf LDH-Aktivität korrigiert und in Bezug zur Kontrolle (Kontr.) gesetzt. 

*P<0,05 (t-Test, gepaart, zweischwänzig). Die CD9 Expression wurde mittels SDS-PAGE und 

Western Blot unter nicht-reduzierenden Bedingungen kontrolliert. Unspezifische Banden dienten als 

Ladekontrolle. 
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5.5 CD9 beeinflusst die HPV16-Endozytose 

Nachdem durch die vorangegangenen Versuche ein deutlicher 

konzentrationsabhängiger Effekt des Tetraspanins CD9 auf die HPV-Infektion 

nachgewiesen werden konnte, konzentrierten sich die folgenden Experimente darauf, 

mittels verschiedener Methoden den entscheidenden Schritt des Infektionszyklus zu 

identifizieren, auf den CD9 Einfluss nimmt. 

 

5.5.1 Die Depletion von CD9 hat keinen Einfluss auf die initiale Bindung von 

HPV16 

Anhand von Bindungsassays in Western Blot- und Durchflusszytometrie-Analysen 

wurde der Effekt des CD9-Knockdowns auf die primäre Bindung der Viren an die 

Zelloberfläche getestet. 

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen zunächst für 48 Stunden mit CD9- und 

CD151-spezifischer siRNA transfiziert, und mit HPV16-PsV für eine Stunde inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen gründlich gewaschen, um nicht gebundene Viren zu 

entfernen. Die Zellen wurden unter reduzierenden Bedingungen in Lämmli-

Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-Page und Western Blot analysiert. Als 

Positiv-Kontrolle für inhibierte Bindung dienten Zellen, die für eine Stunde vor 

Infektion mit Polyethylenimin (PEI) behandelt worden waren. PEI ist ein Inhibitor der 

primären Bindung des HPV16 an die Zelloberfläche. Als Negativ-Kontrollen dienten 

unbehandelte, sowie CD151-depletierte Zellen, da bereits bekannt war, dass CD151 

die Bindung der Viren nicht beeinflusst (Scheffer et al. 2013). 

HPV16-L1 wurde mit dem monoklonalen Maus-Antikörper 16L1-312F nachgewiesen. 

Als Ladekontrolle diente das zelluläre β-Aktin. Die Menge des  

HPV16-L1wurde in Relation zum β-Aktin-Gehalt der Zellen gesetzt. Die 

densitometrische Auswertung erfolgte mittels ImageJ. 

 

Die Western Blot-Banden zeigten keine wesentlich verringerte Bindung der 

Pseudoviren an die CD9- und CD151-depletierten Zellen, verglichen mit den nicht 

behandelten Kontrollzellen (Abbildung 5.6 A). CD9 und CD151 scheinen also beide 

nicht an der primären Bindung von HPV16-Pseudoviren beteiligt zu sein. 
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Zur Bestätigung dieser Ergebnisse wurde die Bindung zusätzlich mithilfe der 

Durchflusszytometrie untersucht. HeLa-Zellen wurden dazu mit zwei verschiedenen 

CD9-spezifischen siRNAs transfiziert und mit Pseudoviren für eine Stunde inkubiert. 

Anschließend wurden die an die Zelloberfläche gebundenen Pseudoviren mittels 

Durchflusszytometrie unter Verwendung des polyklonalen L1-Antikörper K75 

quantifiziert. 

 

Wie Abbildung 5.6 B illustriert, haben K75-markierte Pseudoviren in gleichem Maße 

an CD9-depletierte wie an die Kontrollzellen gebunden. Somit konnten die Resultate 

unserer vorangehenden Bindungsassays bestätigt werden, dass das Tetraspanin 

nicht die initiale Bindung des Papillomvirus beeinflusst, sondern vermutlich 

nachfolgende Schritte der Infektion. 

 

 

Abbildung 5.6 Primäre Bindung von HPV16-Pseudoviren an die Zelloberfläche von HeLa-Zellen 

(A) HeLa-Zellen wurden mit den entsprechenden CD9- und CD151-spezifischen siRNAs für 48 

Stunden transfiziert und anschließend für eine Stunde mit HPV16-Pseudoviren infiziert. Zum einen 

wurden die Zellen in Lämmli-Probenpuffer lysiert und anschließend mittels SDS-PAGE und Western 

Blot auf den Gehalt von HPV16-L1 hin untersucht. Als Positiv-Kontrolle dienten HeLa-Zellen, die eine 

Stunde vor Infektion mit 52 nM PEI, einem Bindungsinhibitor von HPV-Viren, inkubiert worden waren. 

HPV16-L1 wurde mit dem mMAk 16L1-312F nachgewiesen. Der Nachweis des zellulären Proteins β-

Aktin erfolgte mit dem mMAk gegen β-Aktin. (B) Zeigt die quantitative Analyse aus drei unabhängigen 

Western Blots. (C) Zum anderen wurden die mit der Zelloberfläche assoziierten Pseudoviren nach 48-

stündiger Kontroll- oder CD9-siRNA-Transfektion mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung des 

polyklonalen L1-Antikörper K75 quantifiziert. *P<0,05 (t-Test, gepaart, zweischwänzig) 
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5.5.2 Die Depletion von CD9 führt zu einer Reduktion der HPV16-Endozytose 

in HeLa-Zellen 

Im weiteren Verlauf sollte der Effekt von CD9 auf die virale Endozytose evaluiert 

werden. Hierzu wurde die HPV-Internalisierung bei CD9-depletierten und CD9-

haltigen HeLa-Zellen mittels zweier Verfahren untersucht. Zum einen sollten die HP-

Viren mittels Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert werden. Zum anderen wurden mittels 

Durchflusszytometrie die auf der Zelloberfläche verbliebenen, also nicht 

internalisierten Viren detektiert. 

Bei der Kolokalisationsanalyse von HPV16-Pseudoviren mit dem Endosomen-Marker 

CD63 wurde die Anzahl endozytierter Pseudoviren in CD9-depletierten HeLa-Zellen 

mit der in Kontrollzellen verglichen. 

Auf Deckgläsern gewachsene HeLa-Zellen wurden mit CD9-spezifischer siRNA 

transfiziert und für 48 Stunden inkubiert. Nach der Infektion mit HPV16-Pseudoviren 

für sieben Stunden wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert, für die 

Immunfluoreszenz vorbereitet und mit dem L1-Antikörper K75 sowie einem CD63-

Antikörper behandelt. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 5.7 A) 

wurde die Kolokalisation von CD63-positiven und K75-positiven Viren in 

Endozytosevesikeln sichtbar gemacht. Für die quantitative Analyse der CD63-

kolokalisierten Partikel wurde eine Pixel-für-Pixel-Analyse mit dem Axiovision 

Kolokalisationsmodul durchgeführt. Bei den Kontrollzellen mit unbeeinflusstem CD9-

Gehalt zeigten sich zahlreiche Kolokalisationen von CD63 mit L1. Im Gegensatz 

dazu war bei den CD9-depletierten Zellen nur eine geringe Kolokalisation 

nachweisbar. Die quantitative Analyse zeigt ein Absinken der Kolokalisation um  

90 %. Dies deutet klar darauf hin, dass die Aufnahme der Viren in die Zelle durch die 

CD9-Depletion in HeLa-Zellen gestört ist (Abbildung 5.7 B). 
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Abbildung 5.7 Kolokalisation von CD63 und HPV16 in Endozytosevesikeln in HeLa-Zellen 

(A) HeLa-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs transfiziert und für 48 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen für sieben Stunden infiziert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert 

und mit dem HPV16-L1-Antikörper K75 und dem CD63-Antikörper behandelt. Die Zellkerne wurden 

mit Hoechst 33342 sichtbar gemacht. Die Fluoreszenz-Mikroskopie zeigte die Kolokalisation von 

CD63 und K75-positiven Viren in Endozytosevesikeln. (B) Zur quantitativen Analyse der CD63-

kolokalisierten Partikel wurde eine Pixelmessung mittels des Axiovision Kolokalisationsmoduls 

durchgeführt. In den CD9-depletierten HeLa-Zellen zeigte sich lediglich eine geringe Kolokalisation 

von CD63 mit dem K75-L1-Signal. (C) Durchflusszytometrische Bestimmung der auf der 

Zelloberfläche gebundenen HP-Viren bei CD9-depletierten Zellen. HeLa-Zellen wurden mit CD9-

siRNA transfiziert und für 24 Stunden mit HPV16-Pseudoviren inkubiert. Die Kontrollzellen wurden für 

eine Stunde beziehungsweise 24 Stunden mit den Viren inkubiert. Anschließend wurden die 

Oberflächen-assoziierten Viren wie in Kapitel 4.9 beschrieben mittels Durchflusszytometrie 

quantifiziert. Hierbei zeigte sich in der Gegenüberstellung der Kontrollzellen, dass nach 24 Stunden 

signifikant deutlich weniger Oberflächen-assoziierte Viren auf den Zellen zu detektieren waren als eine 

Stunde nach Infektion. Verglichen mit den Kontrollzellen nach 24 Stunden Infektion waren im 

Testansatz der CD9-depletierten Zellen auch nach 24 Stunden deutlich mehr Viren auf der 

Zelloberfläche verblieben. *P<0,05 (t-Test, gepaart, zweischwänzig) 
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Zusätzlich zur Kolokalisationsanalyse wurde die Durchflusszytometrie verwendet, um 

deren Ergebnisse zu validieren. Hierbei wurden im Durchflusszytometer die nach der 

Infektion auf der Zelloberfläche verbliebenen, also nicht internalisierten Pseudoviren, 

gemessen. Anhand dieser Methode lässt sich also indirekt das Ausmaß der 

Endozytose beurteilen. 

CD9-depletierte HeLa-Zellen wurden für 24 Stunden mit Pseudoviren inkubiert, 

während Zellen der Kontrolle eine Stunde, beziehungsweise 24 Stunden, inkubiert 

wurden. Die Oberflächen-assoziierten Virionen wurden dann wie in Kapitel 4.9 

beschrieben im Durchflusszytometer quantifiziert. Wie Abbildung 5.7 C demonstriert, 

führt der Knockdown von CD9 zu einer starken Hemmung der Aufnahme der Viren in 

die Wirtszellen. 24 Stunden nach der Infektion waren nur noch 20 % der K75-

markierten Viruspartikel auf der Zelloberfläche in der Kontrollgruppe nachweisbar. Im 

Gegensatz dazu waren noch etwa 70 % der CD9-depletierten Zellen K75-positiv im 

Vergleich zur initialen Virusbindung nach einer Stunde Inkubation. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mittels Kolokalisationsanalyse und 

Durchflusszytometrie gezeigt werden konnte, dass eine CD9-Depletion in den 

schwach exprimierenden HeLa-Zellen die Endozytose der humanen Papillomviren 

negativ beeinflusst. Der CD9-Knockdown in HeLa-Zellen führte einerseits dazu, dass 

weniger Pseudoviren in den Endozytosevesikeln nachweisbar waren; andererseits 

verblieben in diesen Zellen deutlich mehr Viren auf der Zelloberfläche, so dass von 

einer Kausalität auszugehen ist. 

 

5.5.3 Die Depletion von CD9 moduliert das HPV16-Kapsid-Disassembly 

Als zusätzliche Kontrolle der HPV-Endozytose wurde die Eröffnung des viralen 

Kapsids, das sogenannte Kapsid-Disassembly, untersucht. Nach der verminderten 

Virusaufnahme bei CD9-Knockdown sollte erwartungsgemäß auch der konsekutive 

Schritt des Infektionszyklus, das Kapsid-Disassembly, negativ beeinflusst sein. Bei 

dieser Methode wurde nach der Aufnahme der Viren in die Zellen die Menge der 

eröffneten Kapside in den Endosomen gemessen. Dazu wurde der spezifische 

monoklonale L1-Antikörper L1-7 verwendet, der nur ein spezielles Epitop des 

Kapsidproteins L1 erkennt, welches erst durch den Aufbruch des Kapsids zugänglich 

wird (Sapp et al. 1994; Spoden et al. 2008). 
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Nach der Transfektion mit CD9-spezifischer siRNA wurden die Zellen mit HPV16-

Pseudoviren für sieben Stunden infiziert. Die aufgebrochenen viralen Kapside 

wurden mit dem monoklonalen Maus-Antikörper 33L1-7 und die Zellkerne mit 

Hoechst 33342 sichtbar gemacht. Fixierung, Färbung und mikroskopische 

Dokumentation erfolgten wie im den Kapiteln 4.11.1 und 4.11.2 beschrieben. 

Abbildung 5.8 A zeigt, dass der CD9-Knockdown in HeLa-Zellen in einer erheblichen 

Reduktion der L1-7-positiven Endosomen um etwa 40-15 % resultierte, was auf eine 

Inhibition des HPV16-Disassembly zurückgeführt werden kann. Im Gegensatz dazu 

führte die Depletion in HaCaT-Zellen (Abbildung 5.8 B) zu einer geringfügig erhöhten 

Anzahl L1-positiver Pixel. Dies korreliert mit der Beeinflussung der Infektion nach 

Knockdown in Hela- und HaCaT-Zellen. 

Während also ein niedriges CD9-Expressionslevel, wie in HeLa-Zellen, die 

Virusaufnahme und damit das Disassembly fördert, hemmt ein quasi kompletter 

Verlust, wie er durch die siRNA-Behandlung erzielt wird, die Virusaufnahme, das 

Kapsid-Disassembly und schließlich auch die Infektion. Ein hoher CD9-Gehalt, wie in 

HaCaT-Zellen, hemmt diesen Prozess ebenfalls. Eine Reduktion durch siRNA wirkt 

daher in CD9-hoch-exprimierenden Zellen förderlich. 
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Abbildung 5.8 Das Kapsid-Disassembly von HPV16 wird durch CD9 beeinflusst 

HeLa-Zellen (A) und HaCaT-Zellen (B) wurden nach Transfektion mit CD9- und Kontroll-siRNA für 

sieben Stunden mit Pseudoviren inkubiert. Die aufgebrochenen Kapside wurden mit dem Antikörper 

33L1-7 und die Zellkerne mit Hoechst 33342 sichtbar gemacht. Anschließend erfolgte die 

Quantifizierung der L1-7-positiven Pixel. *P<0,05 (t-Test, gepaart, zweischwänzig)
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6 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung von CD9, CD81 und CD151 in 

Bezug auf die HPV-Infektion vergleichend untersucht und CD9 als neuer Entry-

Modulator identifiziert und analysiert. 

Zunächst wurde gezeigt, dass der Knockdown der Tetraspanine CD9, CD81 und 

CD151 die HPV-Infektion beeinflusst. Wie bereits zuvor von Scheffer et al. 

demonstriert worden war (Scheffer et al. 2013), führte die Depletion von CD151 auch 

in meinen Versuchen zu verminderten Infektionsraten in NHEK, HeLa- und HaCaT-

Zellen. Überraschenderweise zeigten die Knockdown-Versuche mit CD9 und CD81 

teils konträre Ergebnisse. Während die Depletion dieser beiden Tetraspanine in 

NHEK und HeLa-Zellen zur verminderten Infektion führte, stiegen in HaCaT-Zellen 

die HPV-Infektionsraten deutlich an. Diese Ergebnisse waren insofern verwunderlich, 

als CD9, CD81 und CD151 oftmals miteinander assoziieren, im sekundären 

Rezeptorkomplex gemeinsam vorhanden sein könnten und CD151 und CD81 mit 

dem HP-Virus assoziieren, wie bereits in der Literaturdiskussion dargelegt wurde 

(Spoden et al. 2008; Homsi et al. 2014). Aus diesem Grund hatte ich einen ähnlichen 

Einfluss der drei Tetraspanine auf die HPV-Infektion erwartet. Doch während CD151 

die Aufnahme des Virus in allen drei Zelllinien fördert, beeinflussen die Tetraspanine 

CD9 und CD81 die Infektionsrate offenbar zellabhängig auf positive oder negative 

Weise. 

Um dem unterschiedlichen Einfluss der Tetraspanin-Depletion auf die Infektion weiter 

auf den Grund zu gehen, wurde der Gehalt an Tetraspaninen in den zu 

untersuchenden Zelllinien analysiert. Dazu führte ich eine quantitative Analyse ihrer 

Expressionsmuster durch. Hier zeigte sich eine sehr unterschiedliche Repräsentation 

der Tetraspanine in den drei Zelllinien. Demnach ist CD151 in großen Mengen in 

NHEK enthalten. Da CD151 Teil des sekundären Rezeptorkomplexes von 

onkogenen HPV-Typen ist (Scheffer et al. 2013), war eine hohe Expression in den 

natürlichen Zielzellen, den primären Keratinozyten (NHEK) zu erwarten und konnte in 

dieser Arbeit klar nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu exprimieren NHEK und 

HeLa-Zellen nur eine geringe Menge an CD9 und CD81, während HaCaT-Zellen 

eine hohe Expression zeigen. In Hinblick auf die vorausgegangenen Infektionstests 

lag insofern die Vermutung nahe, dass die Quantität der Tetraspanine einen Effekt 

auf die Infektion haben könnte. So scheinen die Tetraspanine CD81 und CD9 
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konzentrationsabhängig entweder förderlich oder aber hinderlich auf die HPV-

Infektionsraten zu wirken. Eine hohe Menge des endogenen CD9 und CD81, wie 

beispielsweise natürlicherweise in HaCaT-Zellen enthalten, scheint die HPV16-

Infektion deutlich negativ zu beeinflussen. 

 

Interessanterweise haben die beiden Tetraspanine CD81 und CD9 schon mehrfach 

synergistische und negativ regulatorische Effekte gezeigt. Eine ähnliche Wirkweise 

ist insofern nicht verwunderlich, als dass CD81 und CD9 phylogenetisch sehr nah 

miteinander verwandt sind (Garcia-España et al. 2008). Beide Tetraspanine 

begünstigen unter anderem die Fusion von Spermien und Eizellen, sowie die Fusion 

von Muskelzellen (Takahashi et al. 2001; Tachibana und Hemler 1999). Negative 

Effekte haben CD9 und CD81 beispielsweise bei der Verschmelzung von 

Phagozyten oder der Membranfusion bei der HIV-1-Infektion gezeigt (Gordón-Alonso 

et al. 2006; Takeda et al. 2003). In den Makrophagen des Lungengewebes scheint 

sowohl die alleinige Depletion von CD9, als auch der kombinierte Knockout von CD9 

und CD81 die Expression und Aktivität von Metalloproteasen zu steigern (Takeda et 

al. 2008; Suzuki et al. 2009). 

Im Folgenden sollte nun gezeigt werden, dass die Wirkweise der Tetraspanine CD81 

und CD9 abhängig von deren Quantität ist. Zu diesem Zweck wurde in HeLa-Zellen, 

welche natürlicherweise wenig CD9 enthalten, mittels Überexpression ein hoher 

CD9-Gehalt erreicht. Der anschließende Infektionsversuch bestätigte die 

inhibitorische Wirkung eines hohen CD9-Levels auf die HPV-Infektion. Diesen Effekt 

konnte ich sogar direkt abhängig vom CD9-Gehalt der Zellen darstellen. 

Zusammenfassend stelle ich folgende Hypothese auf. Für CD151 gilt: je mehr 

CD151, desto besser läuft die HPV16-Infektion ab. Für CD9 und CD81 gilt dagegen: 

ein geringer oder moderater Gehalt wird für die effiziente Infektion benötigt. Eine 

Erhöhung oder Verminderung dieses optimalen Tetraspanin-Levels wirkt sich 

dagegen nachteilig auf die HPV16-Infektion aus. 
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Abbildung 6.1 Schematische Zusammenfassung der Abbildungen 5.1 und 5.3 

Zusammenführung von Abbildung 5.1 und Abbildung 5.3. Darstellung der Tetraspanin-Expression von 

CD9, CD81 und CD151 in NHEK, HeLa- und HaCaT-Zellen in Relation zur HPV-Infektionsrate. 

Primären Keratinozyten, die Zielzellen von HPV16, haben die optimale Tetraspanin Ausstattung für 

eine effiziente Infektion. 

 

 

Um welche Schritte handelt es sich nun genau? Wie Scheffer et al. bereits gezeigt 

hatten, ist das Tetraspanin CD151 essenziell für die Endozytose des HP-Virus. 

Bereits an der Zelloberfläche kolokalisierte CD151 mit den Viren, bevor 

Rezeptorkomponente und Virus im Anschluss gemeinsam internalisiert wurden 

(Scheffer et al. 2013). Auch der Effekt von CD81 auf die HPV-Infektion wurde bereits 

ausführlich untersucht. Es konnte demonstriert werden, dass CD81 keinen Einfluss 

auf die initiale Viruszellbindung hat, aber ebenfalls an der Endozytose von HPV 

beteiligt ist und sogar teilweise mit dessen Kapsidprotein L1 kolokalisiert (Brasch 

2013; Homsi et al. 2014). Da somit für CD151 und CD81 der essenzielle Schritt im 

HPV-Infektionszyklus bereits erforscht war und CD81 nur geringfügig zur Infektion 

beiträgt (Abbildung. 5.1), lag der Fokus dieser Arbeit auf der Rolle des Tetraspanins 

CD9 bei der HPV-Infektion. 

Mit Hilfe einer Reihe von funktionellen Analysen, wie Bindungs- und Endozytose-

Experimenten, sowie Kolokalisationsstudien, konnte gezeigt werden, dass CD9 

ebenfalls keine Auswirkung auf die initiale Bindung von HPV16 an die Zelloberfläche 

der Keratinozyten hat (Abbildung 5.6). 
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Vielmehr moduliert das Tetraspanin offenbar die Internalisierung der Viren in die 

Zielzellen, obwohl fast keine Kolokalisation zwischen CD9 und den Viren festgestellt 

werden konnte (Abbildung 5.4). In HeLa-Zellen kolokalisiert das HP-Virus in 

Endozytosevesikeln mit CD63 (Abbildung 5.7). Nach CD9-Depletion konnte diese 

Kolokalisation nicht mehr nachgewiesen werden, während gleichzeitig mehr 

Pseudoviren auf der Zelloberfläche detektiert wurden. Des Weiteren wurde auch der 

Einfluss der CD9-Depletion auf das Kapsid-Disassembly in HeLa-Zellen 

fluoreszenzmikroskopisch und densitometrisch untersucht. Hierbei zeigte sich wie 

erwartet, dass nach CD9-Knockdown mit gehemmter Virusinternalisierung auch das 

Disassembly der Viren vermindert ist (Abbildung 5.8). In HaCaT-Zellen hingegen 

konnten geringfügig mehr zerlegte virale Partikel nach CD9-Depletion detektiert 

werden. Somit waren auch diese Ergebnisse kongruent mit den bisher erhobenen 

Infektionsdaten und bestätigten die Theorie, dass ein hoher CD9-Gehalt der Zellen 

die Infektion und bereits den Viruseintritt negativ beeinflusst. 

 

Da CD9 kaum in Assoziation mit den Viren gefunden werden konnte, könnte CD9 

indirekt über die Beeinflussung anderer proviraler Faktoren auf die Infektion 

einwirken. Für CD9 wurden bisher zahlreiche Interaktionspartner beschrieben 

(Matrix-Metalloproteasen, Integrine, γ-Sekretase, EWI-Proteine und 

Wachstumsfaktorrezeptoren) (Arduise et al. 2008; Liu et al. 2019; Jones et al. 1996; 

Baudoux et al. 2000; Wakabayashi et al. 2009; Stipp et al. 2001a; Stipp et al. 2001b; 

Murayama et al. 2008). Auch für die Tetraspanine CD151 und CD81 wurden bisher 

mutmaßliche Interaktionspartner, wie Integrine, γ-Sekretase, die EWI-Proteine, der 

Wachstumsfaktor und -rezeptor, sowie die Matrix-Metalloproteasen in Betracht 

gezogen (Stipp und Hemler 2000; Wakabayashi et al. 2009; Charrin et al. 2003; Diao 

et al. 2012; Deng et al. 2012; Hemler 2005; Takeda et al. 2008; Yañez-Mó et al. 

2008) (Abbildung 6.2) und werden im Folgenden diskutiert. 
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Abbildung 6.2 Potenzielle Tetraspanin-Interaktionspartner und Kofaktoren der HPV-Infektion. 

Zusammenstellung möglicher Interaktionspartner der Tetraspanine CD151, CD81 und CD9, über die 

diese eine Einflussnahme auf die Infektion mit dem humanen Papillomvirus nehmen könnten.
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6.1 Interaktionspartner Integrine 

Für das Tetraspanin CD151 war bereits in vorausgehenden Publikationen gezeigt 

worden, dass es Komplexe mit sogenannten Laminin-bindenden Integrinen (z. B. 

α3β1, α6β1/4) bildet und deren Aktivität kontrollieren kann (Stipp 2010; Stipp und 

Hemler 2000; Berditchevski et al. 1996). Dabei wird vor allem eines der CD151-

assoziierten Integrine, das Integrin α6, bereits seit langem als mutmaßlicher HPV-

Rezeptor diskutiert (Evander et al. 1997; Yoon et al. 2001). Scheffer et al. konnten 

schließlich mittels Recovery-Experimenten nachweisen, dass die Bildung von 

CD151-Integrin-Komplexen wichtig für die HPV16-Infektion ist (Scheffer et al. 2013). 

In der Tat führte die Depletion von CD151, Integrin α3 und Integrin α6 zu reduzierten 

HPV-Infektionslevel in den getesteten Zellen (Scheffer et al. 2013; Finke et al. 2020). 

Bislang nicht publizierte Daten von Scheffer, Spoden und Florin bestätigen sogar die 

Ko-Internalisierung von Integrinen mit HPV16 in infizierten Epithelzellen. Dabei 

beeinflussen die CD151-Integrin-Komplexe nicht die initiale Virusbindung, sondern 

vielmehr die nachfolgende Endozytose, wie Versuche mit CD151-Mutanten 

demonstrieren (Scheffer et al. 2013). 

Als mögliche Interaktionspartner von CD9 und CD81 zur Modulation der HPV-

Infektion käme die Familie der Integrine ebenfalls in Frage. Für das Tetraspanin CD9 

konnte bereits die Assoziation mit dem Integrin α6β4 in epidermalen Keratinozyten 

demonstriert werden (Jones et al. 1996; Baudoux et al. 2000). Auch CD81 ist dazu in 

der Lage, mit den Laminin-bindenden Integrinen α3 und α6 zu interagieren (Stipp und 

Hemler 2000; Berditchevski et al. 1996). 

In Bezug auf die Infektion mit dem humanen Papillomvirus wäre beispielsweise 

denkbar, dass die Tetraspanine CD81 und CD9 die Aktivität der Integrine hemmen 

oder sie zumindest nicht so sehr stimulieren, wie die Interaktion mit CD151 das zu 

tun vermag. Möglicherweise konkurrieren die beiden Tetraspanine mit CD151 um 

Integrin-Bindungsstellen. Bei einer niedrigen CD9- und CD81-Konzentration könnten 

an der Zellmembran überwiegend Komplexe von CD151 mit Integrinen vorliegen, 

welche sich positiv auf die HPV-Endozytose auswirken. Ein hoher Gehalt von CD9 

oder CD81 würde möglicherweise CD151 von den Integrin-Bindungsstellen 

verdrängen, und so die Interaktion der beiden Proteine stören. 

Allerdings konnten Rubenstein et al. darlegen, dass zumindest CD9 mit anderen 

Tetraspaninen nicht direkt um Integrin-Bindungsstellen konkurriert. Stattdessen 
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scheint sich dieses Tetraspanin eher in bereits vorhandene Cluster zu integrieren 

(Rubinstein et al. 1996). 

Alternativ wäre es denkbar, dass CD9 und CD81 statt mit CD151 direkt um die 

Integrin-Bindungsstellen zu konkurrieren, auf indirekte Weise die Interaktion dieser 

beiden Proteine stören. Hierbei könnte ihre Rolle als Organisatoren der TEM 

bedeutsam sein. Eine hohe Konzentration von CD9/ CD81-Cluster könnte 

beispielsweise die laterale Diffusion von CD151 und Integrinen in der Zellmembran 

behindern und so die Assoziation der beiden erschweren. In der Folge würde die 

Internalisierung des humanen Papillomvirus gehemmt werden.
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6.2 Interaktionspartner γ-Sekretase 

Ein weiterer wichtiger Interaktionspartner der Tetraspanine und gleichzeitiger 

Modulator der Infektion mit dem humanen Papillomvirus ist die γ-Sekretase 

(Karanam et al. 2010; Zhang et al. 2014). Dieses Enzym ist ein aus vier 

Untereinheiten bestehender membranständiger Proteinkomplex (Edbauer et al. 

2003), welcher beispielsweise in der Plasmamembran (Ray et al. 1999), am Golgi-

Apparat (Baulac et al. 2003) und in Lysosomen (Pasternak et al. 2003) vorkommen 

kann. 

Für die HPV-Infektion ist die Funktion der Protease essenziell. Ihre Hemmung führt 

zu einem Einbruch der Infektionslevel, wie Versuche mit Inhibitoren und γ-Sekretase-

spezifischen siRNAs zeigten (Zhang et al. 2014; Karanam et al. 2010). 

Interessanterweise ist ein Teil der Plasmamembran-assoziierten γ-Sekretase in 

TEMs verteilt. Die Tetraspanine CD9 und CD81 interagieren nicht nur mit dem 

Enzymkomplex, sondern beeinflussen dessen Funktion sogar direkt (Wakabayashi et 

al. 2009). In Anbetracht dieser Erkenntnisse ließe sich darüber spekulieren, dass die 

Tetraspanine CD9 und CD81 möglicherweise dazu in der Lage sind, durch 

Regulation der γ-Sekretase-Aktivität an der Plasmamembran die Internalisierung der 

humanen Papillomviren zu modulieren. 

In der Tat scheinen die Tetraspanine die Protease-Aktivität konzentrationsabhängig 

positiv und negativ zu beeinflussen. Im Rahmen von Studien konnte gezeigt werden, 

dass der siRNA-vermittelte CD81-Knockdown in HeLa-Zellen genauso wie der 

Einsatz von CD81- und/ oder CD9- spezifischen Antikörpern in HEK293-Zellen zu 

einer verminderten Substratfreisetzung durch die γ-Sekretase führt. Ebenso 

reduzierte die Überexpression von CD9 die Substratfreisetzung (Wakabayashi et al. 

2009). Offensichtlich hemmen also sowohl der Verlust von CD9 und CD81 als auch 

eine große Menge des Tetraspanins CD9 die Aktivität der γ-Sekretase. Dabei ist 

allerdings unklar, ob die enzymatische Aktivität selbst oder die Kolokalisation mit den 

Substraten durch die Tetraspanine beeinflusst werden. 

Allerdings scheint die γ-Sekretase als CD9-beeinflusster Faktor bei der 

Virusinternalisierung unwahrscheinlich, da sie erst für einen späteren Schritt des 

Infektionszyklus entscheidend ist. Wie Untersuchungen demonstrierten, werden 

durch den Funktionsverlust der Protease weder die initiale Virusbindung noch die 

Endozytose oder das Kapsid-Disassembly blockiert (Karanam 2010, Zahng 2014). 
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Vielmehr scheint die Protease ausschließlich für die Aufnahme von L2 und dem 

viralen Genom in den Golgi-Apparat und in das Endoplasmatische Retikulum 

notwendig zu sein, bevor L2 und die virale DNA in den Zellkern transportiert werden 

(Zhang 2014). 

Zusammen genommen ist die γ-Sekretase also zweifelsohne ein wichtiger Mediator 

der HPV-Infektion und der Regulation ihrer enzymatischen Aktivität durch 

Tetraspanine kommt eine große Bedeutung zu. Die hier vorliegenden Einflüsse der 

Tetraspanine auf die Virusinternalisierung können durch das Tetraspanin-γ-

Sekretase-Modell allerdings nicht hinreichend erklärt werden. Die γ-Sekretase 

moduliert den HPV-Infektionszyklus erst zu einem wesentlich späteren Zeitpunkt als 

es die Tetraspanine CD9, CD81 und CD151 tun. 

Da meine eigenen Daten zum Einfluss von CD81 und CD9 auf die Virusinfektion die 

gleichen Tendenzen zeigen, wie die bereits publizierten Daten zum Einfluss auf 

Proteasen, kann zusammenfassend gesagt werden, dass CD9 und CD81 ein 

Konzentrationsoptimum besitzen um z. B. die Aktivität von assoziierten Proteasen zu 

regulieren, die wiederum die HPV16-Infektion beeinflussen (siehe auch Kapitel 6.5). 
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6.3 Interaktionspartner EWI 

Die EWI-Proteine sind ebenfalls Transmembranproteine und gehören zur Familie der 

Immunglobuline (Clark et al. 2001). Diese umfassen unter anderem EWI-F und EWI-

2, welche über die ERM-Proteine Ezrin, Radixin und Moesin die Plasmamembran mit 

dem Aktin-Zytoskelett der Zelle verbinden. Des Weiteren sind EWI-F und EWI-2 

Interaktionspartner der Tetraspanine. Mit CD81 und CD9 können sie stabile 

Verbindungen eingehen, während sie mit CD151 lediglich indirekt interagieren (Stipp 

et al. 2001a; Stipp et al. 2001b; Charrin et al. 2001; Charrin et al. 2003). Auf diese 

Weise können die EWI-Proteine die für die Infektion mit dem humanen Papillomvirus 

essenziellen tetraspaninreichen Mikrodomänen mit dem Aktin-Zytoskelett der Zelle 

verknüpfen (Sala-Valdés et al. 2006). Daher wurde bereits spekuliert, dass die EWI-

Proteine am Aktin-gekoppelten intrazellulären Transport der HPV-Kapside beteiligt 

sein könnten. Tatsächlich wurden in Infektionsassays nach Depletion von EWI-F ein 

eindeutiger Effekt des Proteins auf die Infektionsraten mit dem humanen 

Papillomvirus Typ 16 nachgewiesen (Brasch 2013). Auch eine Ko-

Immunpräzipitation von EWI-F mit dem Kapsidprotein L1 war möglich (Brasch 2013). 

Vor diesem wissenschaftlichen Hintergrund erscheint eine gemeinsame 

Beeinflussung der HPV-Internalisierung durch CD9, CD81 und die EWI-Proteine 

durchaus plausibel. CD9 und CD81 könnten auch hier durch laterale Segregation die 

Verteilung der EWI-Proteine an der Zellmembran modulieren und deren Interaktion 

mit dem Zytoskelett steuern. Möglicherweise könnte diese durch vermehrte CD9/ 

CD81-Clusterbildung gestört werden. Oder die Tetraspanine könnten direkt mit den 

EWI-Proteinen um Bindungsstellen konkurrieren. 

Allerdings konnten weitere Versuche zeigen, dass die EWI-Proteine auf die 

Endozytose selbst keinen Einfluss haben. Vielmehr scheinen sie an einem 

nachfolgenden Schritt der Infektion (z. B. Kapsidtransfer, Disassembly) beteiligt zu 

sein. So führte der Knockdown in HeLa- und HaCaT-Zellen zu einer verminderten 

Kapsidzerlegung (Brasch 2013). Die EWI-Proteine modulieren also möglicherweise 

tatsächlich über das Aktin-Zytoskelett die HPV-Infektion. Sie dienen allerdings nicht 

als essenzielle Tetraspanin-Interaktionspartner bei der Virusinternalisierung. 
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6.4 Interaktionspartner EGFR und epidermale Wachstumsfaktoren 

Weitere Proteine, welche in den tetraspaninreichen Regionen gefunden werden 

können und möglicherweise über Tetraspanine Einfluss auf die HPV-Internalisierung 

ausüben, sind die epidermalen Wachstumsfaktoren (z. B. EGF oder TGF-α) und der 

Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) (Surviladze et al. 2012; Mikuličić et al. 2019). Die 

Aktivierung des EGFR erfolgt durch extrazelluläre Bindung des EGF, des 

transformierenden Wachstumsfaktors (TGFα), oder anderen Wachstumsfaktoren, 

nachdem diese durch bestimmte Enzyme, wie ADAM-Proteasen gespalten worden 

sind. Nach Aktivierung des Rezeptors durch Ligandenbindung dimerisieren die EGF-

Rezeptoren und leiten unter anderem über die ERK (extracellular-signal regulated 

kinases) -Kaskade Signale in den Intrazellularraum (Jura et al. 2009; Göoz et al. 

2006; Kansra et al. 2004). Auf diese Weise können verschiedene zelluläre Prozesse 

gesteuert werden (Yarden und Sliwkowski 2001; Burden und Yarden 1997). 

Für die Infektion mit dem humanen Papillomvirus konnte bereits gezeigt werden, 

dass die Viren primär an HSPG/ EGF-Komplexe binden und im Folgenden die 

intrazelluläre Signalweiterleitung in HaCaT-Zellen initiieren (Surviladze et al. 2012; 

Schelhaas et al. 2012). Diese intrazelluläre Aktivierung (via Phosphatidylinositol 3-

Kinase und mTOR) findet bereits wenige Minuten nach Exposition des Virus statt und 

scheint einen wichtigen Schritt des Infektionszyklus darzustellen (Surviladze et al. 

2013). So konnten Inhibitoren der an der Signalkaskade beteiligten Proteine eine 

starke Reduktion der Infektionsrate bewirken (Surviladze et al. 2013). 

Nun gäbe es in Bezug auf HPV verschiedene Möglichkeiten, wie die Tetraspanine 

die durch EGFR initiierten Signalkaskaden regulieren könnten. Beispielsweise wäre 

dies indirekt über einen gemeinsamen Interaktionspartner, die Integrine, möglich. So 

konnte bereits gezeigt werden, dass diese Signalkaskaden nicht nur durch EGFR 

und seine Substrate selbst, sondern auch durch die mit ihnen interagierenden 

Integrine und Tetraspanine reguliert werden können (Miyamoto et al. 1996; Yang et 

al. 2008; Novitskaya et al. 2014). Des Weiteren wäre die Einflussnahme über eine 

direkte Interaktion des Tetraspanins mit dem Wachstumsfaktorrezeptor plausibel. Für 

das Tetraspanin CD9 konnte beispielsweise auf der Zelloberfläche von 

hepatozellulären Karzinomen oder Ovarialkarzinomen eine Assoziation mit dem 

epidermalen Wachstumsrezeptor nachgewiesen werden (Murayama et al. 2008). 

Interessanterweise zeigen einige Daten, dass CD9 nicht nur direkt mit dem EGFR 
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assoziiert, sondern dessen Aktivität auch negativ beeinflussen kann. Ein spezifischer 

CD9-Antikörper führte zur gesteigerten EGFR-Internalisation nach Stimulation durch 

seinen Liganden EGF. Hingegen führte eine CD9-Überexpression zu vermindertem 

EGFR-Signalling durch Herunterregulation der Oberflächenexpression des EGFR 

(Murayama et al. 2008). 

Hier sehe ich ebenfalls eine Erklärung für meine erhobenen Daten: Auch bei der 

HPV-Infektion wäre eine direkte Stimulation beziehungsweise Depression durch 

direkte Interaktion der Tetraspanine CD9 und CD81 mit dem 

Wachstumsfaktorrezeptor möglich. Ein hoher Gehalt von CD9/ CD81 könnte dazu 

führen, dass die Expression des EGFR auf der Keratinozytenoberfläche 

herunterreguliert wird. Dadurch wäre die intrazelluläre Signaltransduktion 

eingeschränkt und die Infektion vermindert.  

Abgesehen von diesen beiden Modellen wäre es ebenfalls denkbar, dass die 

Tetraspanine die Aktivierung des EGFR über dessen Substrate, wie z. B. EGF und 

TGF-α, regulieren. Dies wäre beispielsweise über die Aktivität der sie 

bereitstellenden Matrix-Metalloprotease möglich und soll im folgenden Abschnitt 

eingehender diskutiert werden. 
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6.5 Interaktionspartner ADAM10 und ADAM17 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Matrix-Metalloproteasen, insbesondere die 

ADAM (a disintegrin and metalloprotease)- Familie, während der ersten Schritte des 

HPV-Infektionszyklus bedeutsam sind (Surviladze et al. 2012). Sie ermöglichen die 

intrazelluläre Signaltransduktion durch das Spalten von Wachstumsrezeptor-

Liganden, wie beispielsweise den epidermalen Wachstumsfaktoren EGF oder TGF-α 

(Sahin et al. 2004; Gooz 2010). Von Keratinozyten, den Zielzellen der Infektion, 

werden vor allem die Matrix-Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 exprimiert, die 

somit für die HPV-Forschung besonders interessant sind (Brooke et al. 2014; 

Maretzky et al. 2008; Hirayama et al. 2017). 

Lange Zeit war angenommen worden, dass sich HPV16 nach der initialen 

Zellbindung vom HSPG löst. Die Arbeitsgruppe um Surviladze konnte allerdings 

demonstrieren, dass der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und Heparansulfat-

Proteoglykane (HSPG), wie Syndecan-1 zunächst gespalten werden müssen, bevor 

sie zusammen mit HPV16 vom primären auf den sekundären Rezeptorkomplex 

übertragen werden können (Surviladze et al. 2012). Anhand von Studien mit 

verschiedenen Protease-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass es HSPG-

schneidende Matrix-Metalloproteasen sind, die die Freisetzung von Zell-gebundenem 

HPV regulieren (Surviladze et al. 2012). Weitere Versuche mit ADAM10 und 

ADAM17-spezifischen Inhibitoren und siRNAs demonstrierten, dass vor allem die 

Funktion der Matrix-Metalloprotease ADAM17 für die HPV-Infektion essenziell ist 

(Mikuličić et al. 2019). Weitere Daten der AG Florin lieferten Evidenz dafür, dass die 

ADAM17-vermittelte Spaltung der epidermalen Wachstumsfaktoren über die 

nachfolgende intrazelluläre ERK-Signalweiterleitung die Bildung des sekundären 

Rezeptorkomplexes bewirkt (Mikuličić et al. 2019). 

Außerhalb der HPV-Forschung wurden bereits einige Studien veröffentlicht, welche 

eine Regulation der Matrix-Metalloproteasen durch die Tetraspanine CD9 und CD81 

demonstrieren. Interessanterweise hat CD9 in diesem Szenario, wie bereits für die 

γ-Sekretase diskutiert, einen hemmenden Effekt auf die Protease-Funktion. So 

stimulieren Tetraspanin Antikörper innerhalb weniger Minuten die Freisetzung von 

ADAM10-Substraten (Arduise et al. 2008). Auch die Wechselwirkung von CD9 mit 

ADAM17 scheint negative regulatorische Effekte auf das Shedding durch das Enzym 

zu haben (Gutiérrez-López et al. 2011; Tsukamoto et al. 2014; Liu et al. 2019).  
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Für CD81 konnte bislang keine Assoziation oder direkte Wechselwirkung mit 

ADAM10 oder ADAM17 nachgewiesen werden. Allerdings demonstrierten Takeda et 

al, dass CD81, genau wie CD9, eine andere Matrix-Metalloprotease, die MMP9, 

negativ reguliert. So führte der siRNA-Knockdown von CD81 und CD9 zu einer 

gesteigerten Aktivität dieses Enzyms (Takeda et al. 2008). 

Analog dazu ist denkbar, dass CD9 und CD81 auch bei der HPV-Infektion die 

Enzymaktivität der Matrix-Metalloproteasen negativ beeinflussen können. So ließe 

sich erklären, weshalb der natürliche hohe CD9- und CD81-Gehalt in HaCaT-Zellen 

in der Regel hemmend auf die Infektion mit HPV wirkt, genauso wie in HeLa-Zellen 

nach CD9-Überexpression. Ist viel CD9 und CD81 auf der Zelloberfläche vorhanden, 

werden weniger Wachstumsfaktoren freigesetzt, weniger EGFR und der ERK 

Signalweg aktiviert und es bilden sich weniger Eintrittsplattformen für das Virus. 

Dadurch wird die virale Endozytose herabgesetzt, die Infektionsrate sinkt. Wird in 

diesen Zellen jedoch durch Knockdown der CD9- und CD81-Gehalt herabgesetzt, 

werden die Proteasen weniger gehemmt, so dass letztendlich mehr Virus/ 

Rezeptorkomplexe entstehen, die schlussendlich endozytiert werden können. 

Zur Überprüfung dieser möglichen Beeinflussung von ADAM17 durch CD9 wurden 

außerhalb der vorliegenden Arbeit im Labor der AG Florin weitergehende Versuche 

durchgeführt. Unter anderem konnten Immunfluoreszenzen eine Kolokalisation von 

CD9 und ADAM17 zeigen (Mikuličić et al. 2020). Des Weiteren wurden tiefgreifende 

Studien zur Rolle von ADAM17 bei der HPV16-Infektion durchgeführt (Mikuličić et al. 

2019). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass nicht das Loslösen von HPV von 

seinem primären Rezeptor, sondern die Bildung des sekundären Rezeptorkomplexes 

durch die ADAM17-Aktivität vermittelt wird. Hierbei spielen das Shedding von 

Wachstumsfaktoren und die nachfolgende Signaltransduktion eine entscheidende 

Rolle (Mikuličić et al. 2019). In einer zweiten Studie, in die meine Daten maßgeblich 

einflossen, zeigte sich, dass unterschiedliche CD9-Level die Spaltung des 

epidermalen Wachstumsfaktors TGF-α und die ERK-Signaltransduktion beeinflussen 

(Mikuličić et al. 2020). So führte etwa die CD9-Depletion in HeLa-Zellen zu einer 

TGF-α-Reduktion im Zellüberstand und verminderten ERK-Signalweiterleitung, 

während der CD9-Knockdown in HaCaT-Zellen die erhöhte TGF-α-Freisetzung und 

ERK-Signaltransduktion bewirkte. 

Diese weiterführenden Analysen unterstützen damit die hier aufgestellte Hypothese, 

dass CD9 einen wichtigen Endozytosefaktor der HPV-Infektion darstellt und die 
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Internalisierung der Viren über die Aktivität der Matrix-Metalloprotease ADAM17 

reguliert. In Abhängigkeit seiner Quantität hemmt oder fördert CD9 die ADAM17-

Funktion, so dass die Spaltung des epidermalen Wachstumsfaktors TGF-α und die 

dadurch vermittelte ERK-Signalweiterleitung beeinflusst werden, welche wiederum 

die Bildung des sekundären Rezeptorkomplexes und die folgende Internalisierung 

des HP-Virus bewirken. 

Letztlich bleibt zu klären, über welchen Mechanismus das Tetraspanin die ADAM17-

Aktivität beeinflusst. Gutièrrez-Lopez et al. haben sich intensiv mit dieser 

Fragestellung auseinandergesetzt und den Einfluss von CD9 auf die Matrix-

Metalloprotease ADAM17 untersucht. In Ihren Studien zeigte sich ebenfalls ein 

negativer regulatorischer Effekt von CD9 auf die Aktivität von ADAM17. Außerdem 

konnte mittels verschiedener Methoden nachgewiesen werden, dass CD9 und 

ADAM17 auf der Zelloberfläche von Monozyten und Endothelzellen kolokalisieren. 

Diese Ergebnisse lassen somit auf eine direkte Assoziation und Interaktion der 

Proteine schließen (Gutiérrez-López et al. 2011). Eine weitere Studie der AG Florin, 

in die meine Daten eingeflossen sind, befasste sich mit der vergleichenden Analyse 

von Tetraspaninen auf die Infektion verschiedener Zelltypen durch humane Papillom- 

und Zytomegalieviren (HCMV) (Fast et al. 2018). Wie meine Infektionsassays 

zeigten, ist CD9 wichtig für die Infektion in HeLa-Zellen. Der C-Terminus von CD9 

jedoch scheint für dessen Funktion nicht benötigt zu werden. Rekombinante Peptide 

von CD151- und CD63-C-Termini konnten die Infektionen inhibieren, während die 

entsprechenden CD9-Peptide keinen Einfluss hatten (Fast et al. 2018). Die große 

extrazelluläre Domäne von CD9 könnte die ADAM-Aktivität negativ beeinflussen. 

Andere Modelle vermuten, dass CD9 die Zugänglichkeit von ADAM17 und seinen 

Substraten reguliert (Mikuličić et al. 2020). So ist in der Literatur bereits vielfach 

beschrieben worden, dass nicht nur die Proteasen selbst, sondern auch ihre 

Substrate durch CD9 in TEMs rekrutiert werden. Auf diese Weise könnte das 

Tetraspanin indirekt die enzymatische Aktivität und die intrazelluläre 

Signalweiterleitung kontrollieren (Yáñez-Mó et al. 2011; Barreiro et al. 2005; Barreiro 

et al. 2008). Ein hoher Gehalt von CD9 in den tetraspaninreichen Regionen könnte 

beispielsweise die räumliche Annäherung von ADAM17 und seinen Substraten 

verhindern, so dass die TGF-α-Freisetzung vermindert ist und weniger HP-Viren 

internalisiert werden können (Mikuličić et al. 2020). 
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Ein zusammenfassendes Modell könnte man sich daher folgendermaßen vorstellen: 

CD9 reguliert die räumliche Verteilung von ADAM17 und eventuell anderen 

proviralen Faktoren in der Membran. Fehlt CD9, könnten Mobilität und damit die 

Nachlieferung von ADAM17-Substraten zum Erliegen kommen. Ein zu hoher CD9-

Gehalt ist ebenso hinderlich, da Protease und Wachstumsfaktor durch zu viel CD9 

voneinander abgeschirmt werden könnten. Beide Szenarien wirken sich negativ auf 

das ADAM17-vermittelte ERK-Signalling, die Rezeptorkomplexbildung und 

letztendlich die Infektion aus. 

Während somit die Einflussnahme von CD9 auf die HPV-Infektion im Zuge dieser 

Arbeit und darüber hinaus näher beleuchtet werden konnte, bleibt die Rolle des 

Tetraspanins CD81 weiterhin im Dunkeln und es bleibt zu klären, über welchen 

Mechanismus CD81 die Virusinternalisierung beeinflusst. 
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Abbildung 6.3 Infektionsmodell des HPV-Entry  

Initiale Virusbindung über HSPG an der Zelloberfläche. CD9-vermittelte Rekrutierung des 

membranständigen Wachstumsfaktors TGF-α und der Protease ADAM17 zum primären 

Rezeptorkomplex. Shedding von TGF-α durch ADAM17, Aktivierung und Dimerisierung des EGFR 

und intrazelluläres Signalling über die ERK-Kaskade. Hierdurch wird die Bildung des sekundären 

Rezeptorkomplexes aus Tetraspaninen, Integrinen, EGFR, ADAM17 und Wachstumsfaktoren initiiert 

(modifiziert nach (Mikuličić et al. 2019)). 
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7 Zusammenfassung 

Die Infektion mit dem humanen Papillomvirus ist die häufigste sexuell übertragbare 

Krankheit weltweit. Während es bei der Infektion mit low-risk-Typen zur Ausbildung 

von gutartigen Warzen kommt, können high-risk-Typen mit einer Latenz von bis zu 

mehreren Jahrzehnten zur Ausbildung von Karzinomen führen. Besonders 

hervorzuheben ist hierbei die Entstehung des Zervixkarzinoms, welches in mehr als 

50 % der Fälle mit HPV16 assoziiert ist. Im Jahre 2008 erhielt Harald zur Hausen für 

die Erkenntnis dieses Zusammenhangs den Nobelpreis für Medizin. Doch trotz 

intensiver Forschungsarbeit sind bisher nicht alle zellulären Mechanismen und 

Kofaktoren der Infektion bekannt. Allerdings kristallisierten sich in den letzten Jahren 

unter anderem die Tetraspanine immer mehr als wichtige zelluläre Eintrittsfaktoren 

des humanen Papillomvirus heraus. Es konnte bereits in vorangehenden 

Publikationen gezeigt werden, dass das Tetraspanin CD151 maßgeblich an der 

viralen Endozytose beteiligt ist. Wird es depletiert, so kann die Infektion nur 

schwerlich stattfinden. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei plasmamembranständige 

Tetraspanine, CD151, CD81 und CD9 hinsichtlich ihrer Funktion und Expression in 

verschiedenen Zelllinien vergleichend analysiert. Es konnte die Relevanz von CD151 

bestätigt und vor allem CD9 als wichtiger neuer zellulärer Faktor bei der HPV-

Infektion identifiziert werden (Fast et al. 2018). Das Tetraspanin CD81 spielt 

anscheinend eine untergeordnete Rolle bei der HPV16-Infektion. Im Gegensatz zu 

CD151 wirken CD9 und CD81 in Abhängigkeit von ihrer Expressionsstärke hinderlich 

oder förderlich auf die HPV-Infektion. Während ein geringer bzw. moderater Gehalt 

an CD9 oder CD81 förderlich für eine Infektion ist, hemmen ein hoher Gehalt oder 

auch ein fast kompletter Verlust der Tetraspanine die Infektion. Es kristallisierte sich 

ein CD9-Optimum für die HPV16-Infektion heraus, welches auch natürlicherweise in 

primären Keratinozyten vorkommt. 

Mithilfe verschiedener Methoden, wie durchflusszytometrischen Analysen von 

zellgebundenem Virus und quantitativen Western Blot-Analysen, konnte ich zeigen, 

dass CD9 die Virusaufnahme, nicht aber die Virusbindung reguliert. 

Immunfluoreszenzanalysen mit einem Disassembly-spezifischen Antikörper 

bestätigten die Wichtigkeit eines moderaten CD9-Levels für die Virusaufnahme und 

das anschließende Entpacken des viralen Kapsids. Diese Daten verifizierten die 
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Rolle von CD9 bei der HPV16-Infektion von epithelialen Zellen, die sich in meinen 

Infektionsanalysen mit Pseudoviren in CD9-depletierten und -überexprimierenden 

Zellen gezeigt hatte. 

Während die Interaktionspartner von CD9 bei der HPV-Infektion bisher 

weitestgehend unbekannt sind, ist die Einflussnahme von CD151 auf die Infektion 

über Komplexierung mit den Integrinen bereits nachgewiesen worden. In der 

vorliegenden Arbeit wurden verschiedene zelluläre Proteine, wie Integrine, Proteasen 

(γ-Sekretase, MMP), EWI-Proteine oder EGFR/ EGF als mögliche Bindeglieder zu 

CD9/ CD81 diskutiert, um deren Einfluss auf die virale Endozytose zu erklären. Als 

vielversprechendste Partner rücken hier vor allem die ADAM-Metalloproteasen in 

den Vordergrund. So lieferte meine Arbeit die entscheidende Basis für nachfolgende 

Studien der AG Florin. Die gemeinsamen Ergebnisse zeigten, dass CD9 die 

ADAM17-Aktivität konzentrationsabhängig beeinflusst. Durch die Funktion der 

Protease wird der epidermale Wachstumsfaktor TGF-α gespalten und die ERK-

Signalweiterleitung aktiviert. Letztere wiederum ist essenziell für die effiziente HPV-

Infektion (Mikuličić et al. 2020). 

Die Erforschung des zugrundeliegenden Mechanismus, über den CD9 die Aktivität 

der Matrix-Metalloprotease moduliert, bedarf allerdings weiterer Untersuchungen. 

Des Weiteren bleibt zu klären, ob das Tetraspanin CD9 andere HPV-Kofaktoren 

beeinflusst und ob CD81, welches in den Infektionsassays und Expressionsmustern 

zu ähnlichen Resultaten führte wie CD9, ebenfalls eine Matrix-Metalloproteasen-

Aktivität reguliert oder aber andere zelluläre Interaktionen nutzt, um die HPV-

Infektion zu modulieren.
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