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1 Einleitung
1.1 Papillomviren

Papillomviren sind Viren mit einem doppelstrangigen DNA-Genom von ca. 8.000
Basenpaaren, das mit zellularen Histonen assoziiert als Minichromosom vorliegt
[Howley and Lowy 2001]. Papillomviren verursachen beim Menschen und bei
zahlreichen anderen Wirbeltieren wie Affen, Hunden, Schafen, Rindern und Elchen
Warzen der Haut und Schleimhaut (Papillome). Sie haben eine stark ausgepragte
Wirts- und Gewebespezifitat. Sie sind strikt epitheliotrop, d. h. sie infizieren basale
Epithelzellen und kénnen sich nur in enddifferenzierten Keratinocyten replizieren. Daher
kann man sie bisher nicht in vitro zichten. Inzwischen sind schon Uber 100 humane
Papillomvirustypen (HPV-Typen) identifiziert [de Villiers 1997]. Die Einteilung der
verschiedenen Virustypen erfolgt anhand der Sequenzmerkmale. So muss ein neuer
Virustyp mindestens 10 % Sequenzunterschied hinsichtlich der Basenabfolge in den
offenen Leserahmen von E6, E7 und L1 aufweisen [Delius and Hofmann 1994; Chan et
al. 1995]. Die HPV-Typen unterscheiden sich auch hinsichtlich der durch sie
verursachten Krankheiten. Kutane HPV-Typen infizieren die Haut und verursachen
gutartige Wucherungen (HPV1 und HPV2) oder bésartige Lasionen (HPVS und HPVS8).
Mukosale HPV-Typen wiederum sind beschrankt auf innere Epithelien des oralen oder
anogenitalen Gewebes. Auch hier kann zwischen gutartigen Epithelneubildungen
(HPV6 und HPV11) und malignen Tumoren unterschieden werden. Die haufigste mit
HPV assoziierte Krebsform ist das Cervixkarzinom, an dem jahrlich ca. 500.000 Frauen
erkranken [Shah and Howley 1996]. In Landern der Dritten Welt stellt das
Cervixkarzinom die haufigste Todesursache bei Frauen dar, weltweit immerhin die
zweithaufigste. Die typischen HPV-Typen, die mit dem Cervixkarzinom assoziiert sind,
sind HPV16, -18, -31, -33, -35, -45 und -58.

1.1.1 Die genetische Organisation der Papillomviren

Die genetische Organisation der einzelnen Papillomviren ist sehr gut konserviert
[Howley 1996]. Alle offenen Leserahmen der Gene liegen auf demselben DNA-Strang.
Das Genom lasst sich in drei Regionen unterteilen: zunachst in eine nicht-kodierende
Region (NCR) mit Replikationsursprung [Chow and Broker 1994], mehreren Promotoren
und Transkriptions-Enhancer-Elementen [Fuchs and Pfister 1994]. Daran schliel3t sich

die sog. frihe Region an, die alle Gene fur die Etablierung des viralen Genoms enthalt.
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Durch eine Polyadenylierungsstelle wird die sog. spate Region abgetrennt, die fur die
Kapsidproteine L1 und L2 kodiert (Abb.1).
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Abb. 1: Die Genomorganisation von HPV33
Die offenen Leserahmen (orf), die fur die frihen und spaten Gene kodieren, liegen auf einem
DNA-Strang, jedoch in drei verschiedenen Leserahmen. Zwischen der frlhen und spaten
Region befindet sich ein nicht-kodierender Bereich (NCR) mit verschiedenen
Kontrollelementen. Vereinfacht wurde das zirkuldre Genom linear dargestellt (hach Cole und
Streeck, 1986).

1.1.1.1 Die friihen Proteine

In der frihen Genomregion von HPV befinden sich sechs offene Leserahmen fir die
Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 (E fur early). Ein E3-Protein ist bisher noch nicht
identifiziert worden. E4-Expression findet man spat wahrend des Replikationszyklus’,
wenn die spaten Proteine synthetisiert werden. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die

Funktionen der E-Proteine.



Einleitung

Protein

Molekulargewicht

Lokalisation

Funktion

E1

68-85 kD

Zellkern

Initiation und Elongation der
Replikation, Helikaseaktivitat
[Clertant and Seif 1984; Ustav
and Stenlund 1991; Li and
Botchan 1993; Seo et al. 1993];
wirkt zusammen mit der
zellularen Replikations-
maschinerie [Park et al. 1994];
interagiert mit E2 [Mohr et al.
1990; Seo et al. 1993; Sedman
and Stenlund 1995]

E2

48 kD

Zellkern

Initiation der DNA-Replikation,
Transaktivator/-repressor
[Lambert et al. 1989]
Regulation der E5-, E6- und E7-
Expression [zur Hausen 1999]

E4

ca. 11 kD

Cytoplasma

unklar
Interaktion mit und Abbau des
Keratingerists [Doorbar et al.
1991; Roberts et al. 1993]

ES

ca. 5kD

Cytoplasma-Membran,
ER und Golgi

immortalisierend,

u. a. indirekte Interaktion mit
Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren wie EGF
und PDGF [Conrad et al. 1993;
Straight ef al. 1993]

E6

ca. 16 kD

Cytoplasma

immortalisierend,

u. a. Interaktion mit p53,
Induktion des proteolytischen
p53-Abbaus [Scheffner et al.
1990; Mantovani and Banks

1999]

E7

ca. 10 kD

Zellkern

Tab.1:  Die E-Proteine und einige ihrer Funktionen

immortalisierend,

u. a. Interaktion mit
Tumorsuppressor pRb u. a.;
Aktivierung von Genen, die Zell-
Eintritt in S-Phase induzieren
[Zerfass et al. 1995; Chow and
Broker 1997]

Nicht in allen Fallen kann die Funktion der einzelnen Proteine auf alle HPV-Typen

ubertragen werden, was zum Teil auf unterschiedliche Interaktionspartner oder

Wirkmechanismen der E-Proteine in den verschiedenen Zelltypen zurtickzuflhren ist.

Da E4 das am wenigsten konservierte Protein darstellt und zudem Vviele

unterschiedliche mRNA-Spezies dafur kodieren, ist die Aufklarung seiner Funktion
zusatzlich erschwert.
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1.1.1.2 Die spaten Proteine

Wie schon erwahnt, werden die beiden Kapsidproteine L1 und L2 durch Gene in der
spaten Region kodiert (L fur /ate). Die auf den ersten Blick rein strukturellen Proteine
werden im Verlauf der Infektion erst spat in den oberen Epithelschichten exprimiert
[Stoler et al. 1990]. L1 bildet den Hauptbestandteil der Viruskapside und besteht aus ca.
500 Aminosauren, deren Sequenz bei allen HPV-Typen hochkonserviert ist [Favre
1975; Gissmann et al. 1977]. Heterologe Expression des Kapsidproteins in
eukaryotischen Zellen resultiert im spontanen Zusammenbau von virusahnlichen
Partikeln (VLPs) [Kirnbauer et al. 1992; Hagensee et al. 1993; Rose et al. 1993; Volpers
et al. 1994]. Dieser Zusammenbau kann auch im Cytoplasma stattfinden [Paintsil et al.
1996] und funktioniert sogar in vitro [Kawana 1998; Touze and Coursaget 1998; White
et al. 1998]. L2 ist ein Protein mit einem ahnlichen Molekulargewicht wie L1, das jedoch
ein abweichendes elektrophoretisches Laufverhalten von ca. 75 kD zeigt [Komly et al.
1986; Volpers et al. 1994]. Es besitzt aulRer den strukturellen Aufgaben im Kapsid
zahlreiche Funktionen im Infektionsprozess und der DNA-Verpackung [Zhou et al. 1994;
Roden et al. 1996; Unckell et al. 1997; Stauffer et al. 1998]. Es lokalisiert in speziellen
Kerndomanen, den sog. ND10 (nuclear domain 10), wo auch E1 und E2 zu finden sind
[Swindle et al. 1999], und kann L1 dorthin rekrutieren [Day et al. 1998; Florin et al.
2002a]. Bei Koexpression von L1 und L2 wird L2 in Kapside eingebaut.

1.1.2 Die Kapsidstruktur

Das HPV-Kapsid aus L1 und L2 hat einen Durchmesser von ca. 55 nm und weist eine
ikosaedrische Symmetrie auf (Abb. 2). 360 L1-Molekule bilden 72 Pentamere, die Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind [Sapp et al. 1995; Li et al. 1998; Sapp et al.
1998]. Zwolf dieser Kapsomere sind pentavalent, d. h. von funf weiteren Kapsomeren
umgeben, die restlichen 60 Kapsomere dagegen sind hexavalent. Nicht-kovalente
Wechselwirkungen durch den DNA- und L2-Einbau stabilisieren das Kapsid zusatzlich
[Doorbar and Gallimore 1987; Sapp et al. 1995; Fligge et al. 2001]. Das L2-Protein ist
nur mit zwolf Kopien in der Virushulle vertreten. Es wird vermutet, dass die L2-Molekule
zentral in den zwolf pentavalenten Kapsomeren sitzen [Trus et al. 1997]. Viele
Untersuchungen der Kapside beschranken sich auf artifizielle Systeme, da die Virionen
nicht in ausreichender Menge zur Verfugung stehen. Fur cryoelektronenmikroskopische
Aufnahmen kommen v. a. leere virusahnliche Partikel (VLPs) zum Einsatz, die entweder

nur aus L1 oder beiden Kapsidproteinen aufgebaut sind [Zhou et al. 1991; Kirnbauer et
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al. 1992; Rose et al. 1993; Hagensee et al. 1994; Volpers et al. 1994; Hofmann et al.
1995; Sasawaga et al. 1995; Li et al. 1997]. Fur Analysen des Infektionsweges von HPV
greift man stattdessen auf Pseudovirionen zurlck, die ein Marker-Plasmid enthalten.

Die Infektion von Zellen kann somit in Zellkulturversuchen leicht nachvollzogen werden.

Abb. 2: Das Papillomvirus-Kapsid
Die Abbildung zeigt die dreidimensionale Bildrekonstruktion cryoelektronenmikroskopischer
Aufnahmen von HPV1-Virionen. Die Kapsomere sind als sternférmige Strukturen zu
erkennen; rechts ein Querschnitt durch das Kapsid.

1.1.3 Der Infektionszyklus

Der produktive Lebenszyklus von Papillomviren ist eng mit den Differenzierungsstadien
der Epithelien von Haut und Schleimhaut verbunden (Abb. 3). Die Viren infizieren
undifferenzierte Epithelzellen in den basalen Hautschichten, wobei diese durch offene
Wunden oder Mikrolasionen zuganglich sein mussen [Chow and Broker 1997].
Papillomviren konnen an unterschiedliche eukaryotische Zellen binden [Muller et al.
1995; Volpers et al. 1995; Unckell et al. 1997]. Man geht deshalb davon aus, dass es
sich bei dem Rezeptor um ein sehr haufiges und hochkonserviertes
Oberflachenmolekul handelt. Die Aufnahme der Partikel erfolgt durch Endocytose. Das
virale Genom gelangt in den Zellkern und wird dort zunachst zellzyklus-unabhangig
amplifiziert. Bei mitotischer Teilung der infizierten Zelle etabliert sich die DNA in beiden
Tochterzellen. In den infizierten Zellen ist die Differenzierung deutlich verzégert und die
infizierten Stammzellen zeigen erhdhte Proliferation, vermutlich primar durch die
Wirkung der transformierenden Proteine E5, E6 und E7 [Stoler 2000; Howley and Lowy
2001]. Dadurch kommt es zur Verdickung der Epithelschicht. Mit fortschreitender
Differenzierung der Epithelzellen finden in den oberen Schichten die Amplifikation der
viralen DNA und die Expression der Kapsidproteine statt und es kommt zum

Zusammenbau der fertigen Virionen. Diese werden durch Abschuppung der Zellen in
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der oberen Epidermis freigesetzt.
undifferenzierte Keratinocyten auf Kollagenschichten aufgebracht werden,

Mit Hilfe aufwandiger Systeme, bei

denen
konnte

inzwischen erstmals der gesamte Lebenszyklus von HPV31b in vitro nachgestellt

werden. An der

Grenzschicht zwischen Luft und FlUssigkeit kommt es zur

Differenzierung der Zellen wie in ,normalem*® Epithelgewebe [Meyers et al. 1992].

Papillomvirus-
Reproduktion

Lebenszyklus der
Papillomviren

Differenzierung der
Keratinocyten
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Abb. 3: Der Infektionszyklus von Papillomviren

Schematische Darstellung der Epidermisschicht und der damit verbundenen Stadien des
reproduktiven Infektionszyklus’ von Papillomviren.

1.2 Der Kern und Kernstrukturen

Der Zellkern wurde schon im Jahr 1802 durch Franz Bauer entdeckt und war die erste
intrazellulare Struktur, die beschrieben wurde. Der Zellkern wird seitdem mit grofRer
Faszination untersucht, sei es wegen seines komplexen Verhaltens wahrend der
Rolle [Harris 1999]. Die

Forschungsversuche gestalteten sich zunachst schwierig, da die mikroskopischen

Zellteilung oder aufgrund seiner in der Vererbung
Untersuchungsmaglichkeiten noch eingeschrankt waren. Erst in den 80er Jahren des
vergangenen Jahrhunderts konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bewiesen

werden, dass der Zellkern aus morphologisch klar zu unterscheidenden Strukturen
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besteht [Spector 1993]. Im Laufe der Zeit wuchs die Zahl neu entdeckter Kern-
Kompartimente [Dundr and Misteli 2001], und es gelang, den einzelnen Kern-
Organellen Aufgaben zuzuweisen [Lamond and Earnshaw 1998]. Es stellte sich heraus,
dass der Zellkern eine sehr dynamische Komponente ist. Die untersuchten
Kernstrukturen weisen schnellen Protein-Austausch mit dem Nukleoplasma auf [Misteli
2001]. Die am besten untersuchten Kernstrukturen sind die Nukleoli [Scheer and Hock
1999; Carmo-Fonseca et al. 2000; Olson et al. 2000], die Splei3-Faktor-Kompartimente
(SFC) [Misteli 2001], die Cajal-Koérper (CB) [Gall 2000], die ND10 und eine wachsende
Anzahl an kleinen punktartigen Kernkorpern [Matera 1999]. Mit Ausnahme der Nukleoli
und der SFC sind die Funktionen der weiteren Kerndomanen nicht klar oder umstritten.

1.2.1 Die ND10

Gut untersuchte Kernstrukturen sind die ND10 [Ascoli and Maul 1991]. Sie erhielten
ihren Namen, da im Durchschnitt zehn dieser Domanen mit einem Durchmesser von
0,3 bis 0,5 um im eukaryotischen Zellkern vertreten sind. Die genaue Zahl variiert je
nach Zelltyp und ist zudem zellzyklusabhangig [Koken et al. 1995; Terris et al. 19995].
ND10 sind auch unter den Namen PODs (PML oncogenic domains) [Dyck et al. 1994],
PML-Korper oder Kremer-Korper (KB) [Weis et al. 1994] bekannt. Entdeckt wurden die
ND10 als Zielorte von Auto-Antigenen in Patienten mit primarer Gallenzirrhose
[Szostecki et al. 1990]. Immer mehr Proteine werden identifiziert, die permanent oder
transient mit ND10 assoziiert sind. Unter diesen Proteinen befinden sich u. a. PML
[Dyck et al. 1994; Koken et al. 1994; Weis et al. 1994], Sp100 [Szostecki et al. 1990],
Daxx [Ishov et al. 1999], CBP [Boisvert et al. 2000; Boisvert et al. 2001], NDP52
[Korioth et al. 1995; Sternsdorf et al. 1997c], NDP55 [Ascoli and Maul 1991],
Retinoblastom-Tumorsuppressor pRb [Alcalay et al. 1998] und BML [Neff et al. 1999].

Das promyelocytische Leukamie-Protein (PML) ist die Hauptstrukturkomponente der
ND10 [Ishov et al. 1999; Zhong et al. 2000a]. Es wurde als Fusionsprotein mit dem
Retinsaure-Rezeptor oo (RAR) in Zelllinien identifiziert, die von Patienten mit akuter
promyelocytischer Leukamie (APL) stammten [de The et al. 1990; Goddard et al. 1991;
Kakizuka et al. 1991]. PML ist ein Phosphoprotein, das wie einige andere Proteine
durch das Ubiquitin-ahnliche Molekil SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier) an
bestimmten Lysin-Resten modifiziert werden kann [Boddy et al. 1996; Sternsdorf et al.
1997b; Kamitani et al. 1998; Muller et al. 1998; Duprez et al. 1999]. Durch verschiedene

SpleiRvarianten des PML-Gens kommt das PML-Protein in unterschiedlichen
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Molekulargewichten vor [Goddard et al. 1991; Fagioli et al. 1992; Kastner et al. 1992;
Sternsdorf et al. 1997a; Jensen et al. 2001; Reymond et al. 2001]. Es liegt in lIéslicher
und unléslicher Form vor, und man nimmt an, dass die SUMO-1-Modifikation von PML
entscheidend fur seine Anwesenheit in ND10 und somit fur den Aufbau dieser
Domanen ist [Muller et al. 1998; Duprez et al. 1999; Ishov et al. 1999; Zhong et al.
2000a)]. Der Aufbau geschieht vermutlich durch Multimerisierung der im PML-Protein
vorhandenen RING-Motive [Kentsis et al. 2002]. Ob PML tatsachlich SUMO-1-
modifiziert vorliegen muss, um ND10 aufzubauen, wird kontrovers diskutiert [Ishov et al.
1999; Zhong et al. 2000a; Lallemand-Breitenbach et al. 2001]; evtl. spielen daflr
zusatzlich oder stattdessen Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen eine Rolle
[Everett et al. 1999]. Man geht aber davon aus, dass die SUMO-1-Modifikation von PML
ausschlaggebend fur die Rekrutierung weiterer ND10-Komponenten ist [Ishov et al.
1999]. Eine standig wachsende Anzahl an Proteinen zeigt ND10-Assoziation [Seeler
and Dejean 1999]. Eine eindeutige Funktion konnte PML bisher nicht zugewiesen
werden. Verschiedene funktionelle Untersuchungen beschreiben PML als
transkriptionellen Repressor [Mu et al. 1994; Vallian et al. 1997], als Wachstums- und
Transformationssuppressor [Mu et al. 1994; Koken et al. 1995; Terris et al. 1995] und
antivirales Protein [Chelbi-Alix et al. 1998]. PML scheint durch die Interaktion mit
anderen Proteinen wie z. B. Transkriptions-Faktoren und ihrer Rekrutierung in ND10
eine Kontrollfunktion im Kern auszulben [Li et al. 2000a; Lehembre et al. 2001; Wu et
al. 2001].

Fehlt das PML-Protein wie in PML"-Zellen oder liegt es wie in APL als Fusionsprotein
vor, so kommt es zu der vollstandigen Zerstorung bzw. Auflosung der ND10 [Wang et
al. 1998; Zhong et al. 2000a]. Unter diesen Umstanden zeigen alle ND10-
lokalisierenden Proteine ein anderes Verteilungsmuster und lokalisieren an alternativen
Stellen im Kern [Dyck et al. 1994; Koken et al. 1994; Weis et al. 1994; Maul et al. 1995;
Zhong et al. 2000a]. PML-knock-out-Mause entwickeln sich normal, sind jedoch

anfalliger fur Tumorerkrankungen und Virusinfektionen.

Obwonhl keine direkte Interaktion mit PML besteht [Koken et al. 1994], nimmt man an,
dass das Sp100-Protein eine weitere strukturgebende Komponente der ND10 ist
[Sternsdorf et al. 1997b]. Ahnlich dem PML-Protein ist Sp100 ein Phosphoprotein, das
in mehreren Spleiformen vorliegt und durch SUMO-1 modifiziert werden kann
[Sternsdorf et al. 1997b; Guldner et al. 1999; Sternsdorf et al. 1999]. Mutiertes Sp100,
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das keine SUMO-1-Modifikationsstelle mehr aufweist, zeigt auch ND10-Lokalisation. Da
diese Experimente jedoch in Anwesenheit von endogenem Sp100 durchgefuhrt wurden,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Beobachtung auf die Fahigkeit von
Sp100 zur Homo-Oligomerisierung zuruckzufuhren ist [Sternsdorf et al. 1999; Negorev
et al. 2001]. Es wird angenommen, dass die SUMO-1-Modifikation von Sp100 fur die
ND10-Lokalisation des Proteins nicht notwendig ist, die ND10-Lokalisation dadurch
aber erheblich verstarkt wird [Seeler et al. 2001]. Die SUMO-1-Modifikation von Sp100
scheint auRerdem die Interaktion mit den Partnerproteinen zu stabilisieren [Seeler et al.
2001]. Sp100 liegt in mindestens vier unterschiedlichen Spleil3varianten vor, deren
Transkription durch Interferon hochreguliert wird [Guldner et al. 1992; Guldner et al.
1999]. Die unterschiedlichen Proteinvarianten zeigen z. T. verschiedene Lokalisationen
im Kern [Seeler et al. 2001]. Vergleichende Sequenzanalysen lassen annehmen, dass
die Sp100-Proteine eine Rolle in der Transkriptionsregulation spielen [Szostecki et al.
1990; Szostecki 1991; Xie et al. 1993; Seeler et al. 2001]. Sp100 bindet vermutlich nicht
direkt an DNA, sondern wird durch Assoziation mit DNA-bindenden Proteinen wie
hHMG2/DSP1, dem Heterochromatin-Protein HP1 [Seeler et al. 1998], ETS-1 [Wasylyk
et al. 2002] oder dem B-Zell-spezifischen Transaktivator Bright zur DNA rekrutiert.
Wahrend die Interaktion von Sp100 mit hHHMG2/DSP1, HP1 oder Bright zur Inhibition
der Transkription fuhrt, vermittelt die Bindung an ETS-1 die Expressionsstimulation der
ETS-1-Zielgene. Je nach Bindungspartner wird somit die Expression bestimmter Gene
angeregt oder herunterreguliert [Lehming et al. 1998; Moller et al. 2003]. Neuerdings
wird zusatzlich Uber eine Adapterfunktion von Sp100 zwischen Kernproteinen und
ND10 diskutiert [Naka et al. 2002].

Ein direkt mit PML interagierendes Protein, das Lokalisation in ND10 zeigt, ist Daxx
[Ishov et al. 1999]. Urspringlich wurde Daxx als ein Protein identifiziert, das mit der
,1Todesdomane” des Fas-Rezeptors assoziiert ist [Kiriakidou et al. 1997; Yang et al.
1997]. Es wurde vermutet, dass es den Fas-induzierten Zelltod vermitteln kann. Die
Erkenntnis, dass Mausembryonen, denen ein funktionelles Daxx-Gen fehlt, frihzeitig
sterben, lieRen jedoch Zweifel an dieser Hypothese aufkommen [Michaelson et al.
1999]. Immer noch wird die Rolle von Daxx in der Apoptose kontrovers diskutiert
[Charette et al. 2000; Zhong et al. 2000b; Gongora et al. 2001; Perlman et al. 2001].
Inzwischen sind sehr viele Proteine bekannt, die mit Daxx interagieren sollen. So bindet
Daxx Uber seinen C-Terminus (AS 625 bis 740) nicht nur PML [Ishov et al. 1999],
sondern ebenfalls CENC-C [Pluta et al. 1998], FasD [Yang et al. 1997] und Pax3
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[Hollenbach et al. 1999]. Neben der Daxx-Lokalisation in ND10 durch die Interaktion mit
SUMO-modifiziertem PML [Ishov et al. 1999] findet man Daxx in Assoziation mit Histon-
Deacetylasen (HDAC) im Heterochromatin [Li et al. 2000a]. Die Interaktion von Daxx
mit dem Transkriptions-Faktor Pax3 fuhrt zur Repression der transkriptionellen Aktivitat
von Pax3 [Hollenbach et al. 1999]. Ebenso konnte beobachtet werden, dass durch die
Interaktion zwischen ETS-1 und Daxx die ETS-1-vermittelte Transkription reprimiert
wird [Li ef al. 2000b]. Die Verfugbarkeit von Daxx und somit seine Wirkung als
transkriptioneller Inhibitor wird durch seine Rekrutierung in bzw. seine Entlassung aus
ND10 reguliert [Li et al. 2000a; Lehembre et al. 2001]. Ebenso soll der
Phosphorylierungsstatus von Daxx bei der Interaktion mit anderen Proteinen und der
damit verbundenen Lokalisation des Proteins eine entscheidende Rolle spielen [Ecsedy
et al. 2003]. In unterschiedlichen Versuchssystemen und Organismen treten immer
wieder Widerspriche zwischen den einzelnen Ergebnissen auf. So konnte in B-Zellen
gezeigt werden, dass Daxx durch Interaktion mit Pax5 sowohl koaktivierende als auch
koinhibitorische Aktivitat aufweist [Emelyanov et al. 2002]. Neben seinem Einfluss auf
die Transkription wird Daxx als Adapterprotein diskutiert [Maul et al. 2000]. Es soll die
ND10-Lokalistion diverser zellularer Proteine vermitteln, die selbst keine Interaktion mit
PML aufweisen. AulRerdem wirkt Daxx als Adapter zwischen ND10 und dem viralen
Tegumentprotein pp71 von humanen Cytomegaloviren [Hofmann et al. 2002; Ishov et
al. 2002]. Diese Assoziation fuhrt zur ND10-Lokalisation von pp71. Die Daxx/pp71-
Interaktion ist die einzig bisher bekannte, die nicht uber den C-Terminus von Daxx

vermittelt wird.

Auch wenn die hier beschriebenen Proteine nur einen Bruchteil der mit ND10
assoziierten Kern-Komponenten darstellen, zeigen ihre zahlreichen Interaktionspartner
die Komplexitat der ND10 (Abb. 4). So wird diesen Kernstrukturen eine Rolle in der
Transkriptionsregulation [LaMorte et al. 1998; Doucas 2000; Li and Chen 2000;
Ruggero et al. 2000; Li et al. 2000a], in der Apoptose [Quignon et al. 1998; Wang et al.
1998; Torii et al. 1999; Zhong et al. 2000b] und in der Differenzierung und Entwicklung
von Zellen [Fogal et al. 2000; Ruggero et al. 2000; Gottifredi and Prives 2001]
zugeschrieben. Da einige ND10-Komponenten die Gemeinsamkeit zeigen, unter IFN-y
Einfluss hochreguliert zu werden, werden ND10 zudem eine Rolle in der Virusabwehr
zugeteilt [Guldner et al. 1992; Sternsdorf et al. 1997a]. Aufgrund der vielen mit ND10
assoziierten Proteine und des permanenten Wechsels an Proteinen durch

unterschiedliche Stimuli [Nefkens et al. 2003] kann Uberdies nicht ausgeschlossen
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werden, dass die hauptsachliche oder sogar einzige Aufgabe von ND10 in der
Rekrutierung und Entlassung verschiedener Proteine besteht und somit ND10 die
Verflugbarkeit der Proteine an anderen Stellen im Kern reguliert [Negorev and Maul
2001]. ND10 hatten folglich eine Aufgabe als Kerndepot fur verschiedenste Zwecke und
dienten der Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase [Maul 1998; Dundr and Misteli
2001].

Q\ PAX3

ETS1

@

\ éj = SUMO-Modifikation

= Interaktion, Aktivierung

Abb. 4: ND10: mit PML assoziierte Proteine und transkriptionelle Regulation
Schematische Darstellung einiger mit ND10 assoziierter Proteine und ihrer Beteiligung an der
Transkriptionsregulation in ND10; aus [Lin et al. 2001].

In einem weiteren Modell stellen ND10 Zentren dar, in denen transkriptionsaktive
Komplexe zusammengebaut und evil. posttranslational modifiziert werden [Lin et al.
2001]: durch SUMO-Modifikation [Fogal et al. 2000], Phosphorylierung [Kim et al. 1998;
Moilanen et al. 1998] oder Acetylierung [Ferbeyre et al. 2000; Pearson et al. 2000].
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1.2.2 ND10 als Orte viraler Replikation und Transkription

ND10 sind eng mit der Replikation und Transkription einiger Viren assoziiert [Maul
1998]. In frihen Infektionsstadien kommt es in der Regel zur volligen Umstrukturierung
oder Zerstorung der ND10 durch virale Produkte. Die Assoziation von DNA-Viren mit
ND10 wurde zum ersten Mal nach einer HSV-1-Infektion beschrieben [Maul et al. 1993].
Das regulatorische immediate-early Protein ICPO lokalisiert in ND10 und induziert den
Proteasomen-abhangigen Abbau von (SUMO-1-modifiziertem) PML und Sp100 [Everett
et al. 1998; Chelbi-Alix and de The 1999; Parkinson and Everett 2000]. Ebenso konnte
frih wahrend der Infektion mit HCMV und Adenoviren die Zerstérung der ND10 durch
die viralen Proteine IE1 bzw. E4orf3 beobachtet werden [Carvalho et al. 1995; Kelly et
al. 1995; Doucas et al. 1996; Ishov and Maul 1996; Korioth et al. 1996; Ahn and
Hayward 1997; Ahn et al. 1998; Wilkinson et al. 1998]. Bei Epstein-Barr Viren (EBV)
liegt wahrend der Latenzphase keine Assoziation des viralen Genoms mit ND10 vor
[Bell et al. 2000; Wu et al. 2000]. Dies andert sich aber wahrend der lytischen
Replikation und es kommt zeitgleich zur Zerstorung der ND10 [Bell et al. 2000]. Im
Gegensatz zu diesen ,grol3en DNA-Viren® ist zwar die Replikation und Transkription von
SV40 und Papillomviren mit ND10 assoziiert [Ishov and Maul 1996; Swindle et al. 1999;

Tang et al. 2000], diese ,kleinen Viren® induzieren aber nicht die Zerstorung von ND10.

Zu welchem Zweck die im Zellkern replizierenden Viren eine ND10-Lokalisation
aufweisen, ist nicht klar. Die raumliche Nahe der viralen Transkriptions- und
Replikationsprozesse zu den Kerndomanen lasst zwei Schlussfolgerungen zu. Zum
einen kénnen durch die Zerstérung von ND10 zellulare Faktoren freigesetzt werden, die
den viralen Infektionszyklus unterstitzen. Zum anderen kann aber auch genau das
Gegenteil der Fall sein und ND10-assoziierte Faktoren konnen reprimierende Effekte
auf das virale Genom ausuben [Everett 2001].

1.3 Viren und ihre Assoziation zu Chaperonen

Chaperone sind in eukaryotischen Zellen an einer Vielzahl von Prozessen wie der
Faltung wachsender Proteinketten [Hartl and Hayer-Hartl 2002], intrazellularem
Vesikeltransport und Signal-Transduktion [Mayer and Bukau 1998] beteiligt. Man
unterscheidet zwischen verschiedenen Chaperon-Typen. Hsc70 und sein stress-
induziertes Homolog Hsp70 sind direkt an der Substratreaktion beteiligt. Sie werden

durch verschiedene Kochaperone wie Hsp40, Hip und Bag-1 unterstutzt und moduliert.
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Es konnte beobachtet werden, dass die Expression zellularer Chaperone durch viele
Virusinfektionen induziert wird. Hierbei ist oft schwer festzustellen, ob die Chaperone flr
die viralen Prozesse innerhalb der Zelle bendtigt werden oder ob sie indirekt durch die
Stresssituation der Zelle induziert werden. Chaperone spielen in den Lebenszyklen von
sehr unterschiedlichen Viren eine wesentliche Rolle. Sie sind an viraler Replikation,
Transkriptionsregulation, Kerntransport und dem Zusammenbau der Virionen beteiligt
[Jindal and Young 1992; Macejak and Sarnow 1992]. So bindet Hsc70 an die
Kapsidproteine von Polyomaviren [Cripe et al. 1995] und unterstutzt die
transformierende Funktion des SV40 T-Antigens [Sullivan et al. 2000]. Fur das Affen-
Adenovirus CELO konnte gezeigt werden, dass Hsc70 den Kerntransport der viralen
DNA unterstiutzt, an die Kapsidproteine bindet und fir die Replikation essenziell ist
[Niewiarowska et al. 1992; Glotzer et al. 2000; Saphire et al. 2000]. Bei Papillomviren ist
Hsc70 in die virale Replikation involviert, indem es die Bindung des E1-Proteins an den
Replikationsursprung fordert [Liu et al. 1998]. Bei einigen Viren unterstutzt Hsc70 nicht
nur den Zusammenbau der Virionen, sondern wird sogar in die Kapside einbaut [Sagara
and Kawai 1992; Gurer et al. 2002].
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten weitere Einblicke in die Morphogenese von
Papillomviren, speziell von HPV33, erlangt werden. Hierbei wurde das Augenmerk auf
das Kapsidprotein L2 gerichtet, das man jahrelang bei entsprechenden Untersuchungen
vernachlassigt hat. Dieses Protein akkumuliert in bestimmten Kernpunkten [Day et al.
1998], den ND10, und induziert die Reorganisation dieser Kernstrukturen. Sp100, das
normalerweise in ND10 lokalisiert ist, wird L2-abhangig aus ND10 ausgeschlossen, und
Daxx, ein weiteres Protein in ND10, wird durch L2 verstarkt dorthin rekrutiert [Florin et
al. 2002b]. Im Anschluss daran kommt es zur Akkumulation des Kapsidproteins L1, das
ohne L2-Expression diffuse nukleoplasmatische Verteilung zeigt [Florin et al. 2002a].
Mit Hilfe von Mutationsanalysen und L2/GFP-Fusionsproteinen sollte die Domane in L2
kartiert werden, die fur die ND10-Lokalisation verantwortlich ist. Ebenso sollte ermittelt
werden, ob die Eigenschaft der ND10-Lokalisation mit denen der ND10-Reorganisation
und L1-Rekrutierung im L2-Protein Ubereinstimmt oder ob die Funktionen in

verschiedenen Doméanen von L2 zu finden sind.

Die Untersuchungen zielten auch darauf ab, die Interaktion zwischen den
Kapsidproteinen, die in der L2-induzierten L1-Rekrutierung und dem Einbau von L2 in
die HPV-Kapside resultiert, genauer zu analysieren. Sowohl die verantwortlichen L2-

Domanen als auch zellulare Voraussetzungen wurden untersucht.

Da neben L2 auch andere HPV-Proteine (L2-abhangig oder L2-unabhangig) ND10-
Lokalisation zeigen und die virale Replikation in oder in unmittelbarer Nahe von ND10
stattfindet [Day et al. 1998; Swindle et al. 1999; Florin et al. 2002a], werden ND10 als
Orte der Papillomvirus-Morphogenese angenommen. Es stellte sich die Frage, ob die
ND10 essenziell fur die Morphogenese von HPV33 sind. Fur diese Untersuchungen
sollten Zelllinien verwendet werden, die nicht mehr tUber das PML-Protein, die Haupt-
strukturkomponente der ND10, verfugten. Am Beispiel des L2-Einbaus in virusahnliche
Partikel (VLPs) bzw. der Herstellung von Pseudovirionen in diesen Zellen sollte die

Rolle der ND10 untersucht werden.

Eine weitere zellulare Komponente, die an der HPV-Morphogenese beteiligt zu sein
scheint, ist Daxx. Es konnte eine gemeinsame Akkumulation von L2 und Daxx in ND10
beobachtet werden. Daxx stellt in einigen Fallen das Adaptermolekll zwischen einem
Protein und ND10 dar, und es ist bekannt, dass das Tegumentprotein pp71 von HCMV
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uber Daxx in ND10 rekrutiert wird [Hofmann et al. 2002; Ishov et al. 2002]. Die Rolle
von Daxx bei der ND10-Lokalisation von L2 sollte mit Hilfe von Zelllinien verifiziert
werden, die nur Uber Teilkonstrukte von Daxx verfugten oder negativ fur dieses Protein

waren.

Es war gelungen, den unabhangigen Transport der Kapsidproteine L1 und L2 in den
Kern zu zeigen [Florin et al. 2002a]. Zu dieser Erkenntnis trug u. a. das unterschiedliche
Verhalten der beiden Proteine unter Einfluss des Proteasomen-Inhibitors MG132 bei. L2
wird im Cytoplasma der Zellen zurlckgehalten, wenn wahrend der Expression MG132
zugefugt wird. Wodurch dieses Phanomen verursacht wird bzw. welche zellularen
Faktoren daran beteiligt sind, sollte mit dem Einsatz von unterschiedlichen
biochemischen Substanzen und immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen

analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Labormaterialien

Produkt Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage Mettler AE 100 Mettler
Autoklav Modell 23 Melag
Brutschrank Heraeus 6000 Heraeus
Elektronenmikroskop EM 900 ZEISS
Elektrophorese-Apparaturen LMS GmbH Labortechnik
(Dossenheim)
Elektroporations-Apparaturen Cell Porator Gibco BRL
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M ZEISS
Software Axio Vision 3.1 Carl Zeiss Vision GmbH
Heizblécke Blockthermostat BT 1303 HLC
Laborwaage BL 1500S Sartorius
konfokales Mikroskop Zeiss 501 laserscan ZEISS
microscope
Magnetrihrer IKAMAG REC-G Janke & Kunkel
Mikroskop Wilovert S HUND Wetzlar
Mikrowellenofen Micromat AEG
Netzgerate PHERO-stab.500 Biotec-Fischer
Power Pack P25 Biometra
pH-Meter WTW pH Level 2 inoLab
Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia
Pipetten pipetman GILSON
Pipettierhilfen pipetus®-akku Hirschmann Laborgerate
Refraktometer AR3-6D Kriss Hamburg
Rotoren Vti 65 Beckman
Vti 55 Beckman
SW 40 Beckman
SW 60 Beckman
GS 3 Du Pont Instruments
HB 4 Du Pont Instruments
GSA Du Pont Instruments
SS 34 Du Pont Instruments
Schuttelgerat MS1 minishaker IKA®Works
Schuttelinkubatoren Ceromat R Braun
Sofortbildkamera BioDoc CCD Kamera Biometra
sterile Werkbank NU-440-400E (Class II) NUAIRE

Tischzentrifugen

Transfer-Kammer
Uberkopfschiittler
Ultraschallgerat
Ultrazentrifuge
UV-Transilluminator
Wasserbader

Wasser-Deionisierungsanlage
Wipp-Schiittler
Zentrifugen

Biofuge pico

Biofuge fresco
Trans-Blot®Cell
Reax 2

Sonifier 250

L8-70M UZ
Spectroline TC-312A
GRANT JB1

W12D

Milli-Q

Rocky
Labofuge 400R
Sorvall RC-5B

Biological safety cabinets
Heraeus

Heraeus

Bio-Rad

Heidolph

Branson

Beckman

Biotec-Fischer

Grant Instruments (Cambridge)
Peter Huber
Kaltemaschinenbau GmbH
Millipore

Heraeus
Du Pont Instruments
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Alle Plastikwaren wurden von den Firmen Falcon/Becton Dickinson (Heidelberg),

Greiner (Frickenhausen) und Sarstedt (Heidelberg) bezogen. Glaswaren stammten von

der Firma Schott (Mainz).

Chemikalien und Reagenzien wurden Uber die Firmen Aldrich (Steinheim), Amersham
(Braunschweig), Bio-Rad (Munchen), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt),
Pharmacia-LKB Biotechnology (Freiburg), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva

(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die verwendete Nitrocellulose(NC)-

Membran stammte von der Firma Schleicher und Schill (Dassel).

2.1.2 Fertigreagenzien

Produkt Hersteller Anwendung

JetSorb Genomed DNA-Extraktion aus
Agarosegelen

TOPO-TA-Cloning Invitrogen Umklonierung

NucleoBond PC 500

Macherey-Nagel

Plasmid-Isolation (maxi)

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep

Kit Peqglab Plasmid-Isolation (mini)
E.Z.N.A. Total RNA Kit Peglab Gesamt-RNA-
Isolation(mini)
LipofectAmine™ Reagent . .
+ PLUS-Reagent Invitrogen Transfektionsreagenz
™
Ready-To-Go ™ PCR Amersham Biosciences PCR
Beads
™
Ready-To-Go™ RT-PCR Amersham Biosciences RT-PCR

Beads

Dynabeads® M-280
Tosylactivated

Dynal Biotech

Immunprazipitation

Quik Change® Site-
Directed Mutagenesis Kit

Stratagene

(Punkt-)Mutagenese

ECL™ Western Blotting
Detection Reagents

Amersham Biosciences

WB-Detektion

TMB Membrane KPL (Kirkegaard & Perry :
Peroxidase Substrate Laboratories) WB-Detektion
Fluoprep bioMérieux Einbettmedium
Hoechst33342 SIGMA DNA-Anférbung

(Bisbenzimide)

2.1.3 Enzyme und Medien

Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England BioLabs bezogen und

in den mitgelieferten, verdunnten Puffern nach Herstellerangabe eingesetzt.
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Deep Vent® DNA Polymerase:
DNA-Ligase und RNase:
Klenow-Polymerase und Phosphatase:

New England Biolabs
Roche

New England Biolabs

Alle in der Zellkultur eingesetzten Medien und Reagenzien wurden uber die Firmen

Gibco BRL oder BioWhittaker bestellt.

2.1.4 Antikorper

primare Antikorper Epitop aus Spezies Bezugsquelle
) HPV33 L2 (163- (Volpers et al.
33L2-1 170)16L2 monoklonal (Maus) 1995)
33L2-2 HPV33 L2 (153-160) monoklonal (Maus) (M. Sapp)
33L1-7 HPV33 L1 (aa 303-313) | monoklonal (Maus) (M. Sapp)
polyklonal
K53 HPV33 VLPs (Kaninchen) (M. Sapp)
: polyklonal
K28 HPV33 L2 (aa 117-130) (Kaninchen) (M. Sapp)
polyklonal
K18 HPV16 L2 + 33L2 (Kaninchen) (M. Sapp)
polyklonal
K233 HPV33 L2 (Kaninchen) (M. Sapp)
i . polyklonal .
o-PML C-Terminus PML (Kaninchen) Chemicon
o-PML Maus-PML monoklonal (Maus) Upstate
polyklonal .
o-Sp100 (Kaninchen) Chemicon
« B : polyklonal ,
o-Sp100 ,GH3 C-Terminus (Kaninchen) Hans Will
_ : polyklonal
o-Daxx mDaxx-aa627-739 (Kaninchen) Santa Cruz
a-Hsc70 monoklonal (Ratte) Stressgen
polyklonal
o-Hsp40 (Kaninchen) Stressgen
o-o-Tubulin C-Terminus von h-a- | 1 okjonal (Maus) Sigma
Tubulin
o-HA YPYDVPDYA monoklonal (Ratte) ROCHE
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sekundare Antikorper Konjugat aus Spezies Bezugsquelle
o-Kaninchen cy™3 Ziege Dianova
Alexa Fluor® 594 Esel Molecular
Probes
POX Ziege Dianova
o-Ratte Cy'™3 Ziege Dianova
POX Ziege Dianova
Alexa Fluor® 350 Ziege MF?Iecular
robes
Alexa Fluor® 594 Ziege Molecular
Probes
o-Maus DTAF Ziege Dianova
Cy™2 Ziege Dianova
AlexaFluor® 594 Ziege Molecular
Probes
Alexa Fluor® 488 Esel Molecular
Probes
POX Ziege Dianova

2.1.5 Zell-Linien

COS-7: ATCC: CRL-1651
HuTK': ATCC: CRL-8303
PML" Maus-Fibroblasten, Gen-knock-out fur PML

SV40 T-Antigen transformiert
von G. Maul [Wang et al. 1998]
PEF: Maus-Fibroblasten (Parentalzellen der PML"-Zellen)
SV40 T-Antigen transformiert
von G. Maul [Wang et al. 1998]
Daxx”: Maus-Fibroblasten, Gen-knock-out fur Daxx
von G. Maul [Ishov et al. 2004]

E.coli DH5q:: ATCC: 53868
TOP10: Invitrogen chemisch kompetente E.coli-Zellen
ELEKTROMAX: Invitrogen elektro-kompetente E.coli-Zellen

XL1-Blue: Stratagene chemisch superkompetente E.coli-Zellen
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2.1.6 Mutagenese-Primer

Alle Primer fUr diverse L2-Mutationen wurden bei der Firma Invitrogen bestellt. Lange

Oligonukleotid-Primer (ab 33 nt) wurden PAGE-gereinigt. (Neu eingeflhrte
Restriktionsschnittstellen sind fett gedruckt.)
Konstruktbezeichnung 5’-Primer 3’-Primer Matrize
CAA AAA GCT TTC AAG
CGT AAT CTG GAA CAT
16L2-HA in pUF | SCCAAT TBTACCCEC] “caTATG GGTAGG | 16L2 in pUF3
CGG CCA GGC TCA CGT
C
: ATT GAATTC ATG GAT | TAA GGA TCC CTA AGG
331.2-360/444 in GGT TTG TAT GAT GTT | ATG TAA AAC AAA GTC | 33L2 in pTM1
PEGFP TA AGC
33L2-360/420in | ATT GAATICATG OAT | pan A TCC CTATGG .
DEGFP GGT TTG '[I_,;T GAT GTT | e AGA TaT GGG aa. | 33L2in pTM1
: TCT GAATTC AAT GAG | GCG GGA TCC CTA
33L2-390/467 in CAATGT GTC TATACC | GGC CGC CACACG | 33L2 in pTM1
PEGFP T GAC ATC
: TCT GAA TTC AAT GAG | TAA GGA TCC CTA AGG
33L2-390/444 in CAA TGT GTC TAT ACC | ATG TAA AAC AAA GTC | 33L2 in pTM1
33L2-390/420 in | [CT GAATTC AAT GAG | \\A GGA TCC CTATGG .
CEGFP CAA TGT G_'II:C TATACC | 56T AGA T GGG aa. | 33L2 i pTM1
: TCT GAATTC AAT GGG | GCG GGA TCC CTA
331.2-399/467 in ATT TGATAC TCCTGT | GGC CGC CACACG | 33L2 in pTM1
PEGFP T GAC ATC
: TCT GAATTC AAT GGG | TAA GGA TCC CTA AGG
331.2-399/444 in ATT TGA TAC TCC TGT | ATG TAA AAC AAA GTC | 33L2 in pTM1
pEGFP T AGC
33L2-399/420 in | TCT GAATTCAAT GGG | \\a GeA TCC CTATGG .
DEGFP ATT TGA TATC TCCTGT |'CoT AGA TaT GGG Ap. | 33L2 in pTM1
: TCT GAATTC AAT GCC | GCG GGA TCC CTA
33L2-420/467 in ATT TGT TCC TATTTC | GGC CGC CACACG | 33L2 in pTM1
PEGFP G GAC ATC
CCT GTT ATG TCT GGC | AGA TGT GGG AAA TAA
. GCT GAT ATA CCT TCC | AGG GGA AGG TAT ATC .
33L2-PA08AIn pTM | cor17A 11T coc ACA | AGC Gec AGA CAT AAc | 33L2n pTM1
TCT AGG
. CCT GTT ATG TCT GGC | AGA TGT GGG AAA TAA
33L2-P408/413A in GCT GAT ATA CCT TCC [ AGC GGA AGG TAT ATC | 34 5 i v TMA
pTM GCT TTATTT CCC ACA | AGC GCC AGA CAT AAC np
TCT AGG
CCT GTT ATG TCT GGC | AGA TGT GGG AAA TAA
. CCT GAT ATA CCT TCC | AGC GGA AGG TAT ATC .
33L2-PA13AIn pTM | Gor11a TTT CcCC ACA | AGG GCe AGA CAT Aac | 33L2In pTM1
TCT AGG
TTT CCC ACA TCT AGC | CGA AAT AGG AAC AAA
33L2-P420A in pTM | GCATTT GTT CCT ATT | TGC GCT AGA TGT GGG | 33L2 in pTM1
TCG AAA
: GTT CCT ATT TCG CCT | CAA TGG TGT CAA AAG
33L2-FA27/428E in | 555 GAG CCT TTT GAC | GCT CCT CAG GGG AAA | 3312 in pTMA
pTM ACC ATT G TAG GAA C
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Konstruktbezeichnung | 5'-Primer | 3’-Primer | Matrize

diverse 33L2-406/410
Punktmutanten in pTM

2.1.7 Vektoren

pTM1:

pTM/33L2:

pEGFP-C1:
pEGFP-C2:
GFP/GFP-NLS:

pCMV-HA:

pCR® 2.1

-TOPO®:

pUF3/16L2:

GAT ACT CCT GTT ATG | GGA AAT AAA GGG GAA
AGW SGC GCG GMT GGT WTA KCC GCG .
AWA CCT TCC CCTTTA | CSW CTC ATA ACA GGA 33L2 in pTM1
TTT CC GTATC

[Moss et al. 1990]

Das PCR-amplifizierte L2-Gen wurde in den mit EcoR I und
BamH I linearisierten Vaccinia-Transfervektor kloniert [Unckell
et al. 1997].

Invitrogen

Invitrogen

In den pEGFP-C1-Vektor wurde ein weiteres GFP-Gen und
zusatzlich die Kernlokalisationssequenz von HPV33 L1 kloniert
(L. Florin).

BD Biosciences

Invitrogen

Codon-optimiertes 16L2-Gen, Uber Not I und Hind III in den
pUF3-Vektor kloniert [Leder et al. 2001].

2.1.8 Protein- und DNA-Marker

Protein-Marker:

LMW-Marker (low molecular weight calibration kit) Pharmacia
Phosphorylase b 94 kD
Albumin 67 kD
Ovalbumin 43 kD
Carboanhydrase 30 kD
Trypsin-Inhibitor 20,1 kD
o-Lactalbumin 14,4 kD

HMW-Marker (high molecular weight calibration kit) Pharmacia
Myosin 212 kD
o2-Makroglubulin 30 kD
B-Galaktosidase 116 kD
Transferrin 76 kD
Glutamat-Dehydrogenase 53 kD

DNA-Marker:
100bp DNA ladder MBI Fermentas

MassRuler™ DNA ladder, High Range MBI Fermentas
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2.1.9 Losungen
DNA-Probenpuffer, 6x:

Dounce-Puffer, pH 7.6:

HBS-Puffer, pH 7,05:

HEBS-Puffer, 2x, pH 7.1:

Laemmli-Puffer, 5x:

Laemmli-Laufpuffer,5x:

10x PBS, pH 7.4:

TAE-Puffer, pH 8,0:

WB-Transferpuffer:

0,25 %
0,25 %
15 %

10 mM
10 mM
1,5 mM

2 mM
137 mM
5 mM
0,7 mM
6 mM

1,6 %
1%

0,2 %
0,025 %
0,074 %

625 mM
10 %
10 %
5 mM
10 %

1,5 %
0,5 %
7,2 %

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

40 mM
1T mM

25 mM
192 mM
20 %

Bromphenolblau
Xylene cyanol
Ficoll type 400

HEPES
KCl
MgCl,

HEPES
NaCl

KCI
Na2HPO4
Glucose

NaCl (w/v)

HEPES (w/v)
Glucose (w/v)
NazHPO4 -2H,0 (w/v)
KCI (w/v)

Tris, pH 6,8
SDS (w/v)
Glycerin (v/v)
EDTA

ME (v/v)

Tris
SDS (w/v)
Glycin (w/v)

NaCl

KCI

KH,PO,4
NazHPO4 X2 Hzo

Tris
EDTA

Tris
Glycin
Methanol
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2.2 Methoden

Alle hier nicht oder nur kurz aufgefuhrten Methoden wurden nach Protokollen aus
Sambrook et al. 1989 (Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press) oder Ausubel et al. 1994 (Current protocols in molecular biology, Vol.
1-3. John Wiley & Sons) durchgefihrt:

o Anlegen von Bakterienkulturen in flissigen und auf festen Kulturmedien

. Praparation von Plasmid-DNA: doppelter Casiumchlorid/Ethidiumbromid
(CsCI/EtBR)-Gradient

o Reinigung und Konzentrierung von Plasmid-DNA aus wassrigen Losungen

o Fragmentierung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

o Manipulation der Enden linearer DNA-Fragmente (Dephosphorylierung mit calf

intestinal phosphatase)

o Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

o Ligation von DNA-Fragmenten

o gerichtete Mutagenese unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
. Transformation kompetenter E.coli-Zellen

o Trennung von Proteinen durch SDS-PAGE
o Proteintransfer auf NC-Membran — Western-Blot (WB)

o Proteinnachweis durch verstarkte Chemilumineszenz (ECL)

2.2.1 Arbeiten mit DNA

2.2.1.1 In vitro Mutagenese

Alle Deletionen und Substitutionen in 33L2- und 16L2-Genen wurden mit Hilfe von
Oligonukleotid-Primern und PCR (polymerase chain reaction) durchgefuhrt. Zusatzlich
zu der proof-reading DNA-Polymerse Deep Vent kamen auch Ready-To-Go™ PCR

Beads zum Einsatz.

Als Matrize diente das vollstandige 33L2- bzw. 16L2-Gen in den Vektoren pTM1 bzw.
pUF3, die zur Verfugung gestellt wurden [Unckell et al. 1997; Leder et al. 2001]. Alle
Primer besallen entweder eine EcoRI-, BamHI-, Notl- oder HindIIl-
Restriktionsschnittstelle zur weiteren Klonierung in die Vektoren pTM1, pUF3, pEGFP-
C1 oder pEGFP-C2.



Material und Methoden 24

PCR-Produkte wurden Uber ein Agarosegel gereinigt, die DNA-Banden eluiert und mit
den jeweiligen Restriktionsendonukleasen verdaut oder zunachst in den PCR-
Klonierungsvektor pCR® 2.1-TOPO® kloniert, herausgeschnitten und in den jeweiligen

Expressionsvektor oder den Vaccinia-Transfervektor pTM1 umkloniert.

Fur die Punktmutationen im 33L2-Gen wurde auf den QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene zuruckgegriffen und nach Herstellerangaben
vorgegangen. Dieses Vorgehen ermdglichte die Punktmutation einer oder mehrerer

Aminosauren im L2-Gen in einer Reaktion direkt im gewunschten Vektor.

Zur Selektion positiver Transformanten wurden Ampicillin- oder Kanamycin-Agar-
Platten verwendet. Der Restriktionsverdau der Plasmid-DNA mit den
Restriktionsendonukleasen wurde in den jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffern
durchgefuhrt. Zur Beseitigung kontaminierender RNA wurde auf3erdem Ribonuklease A

aus Rinderpankreas in einer Endkonzentration von 20 pg/ml zugesetzt.

Die Elution der DNA-Fragmente aus Agarosegelen verlief unter Verwendung von
Glasmilch (Jetsorb) nach Anleitung des Herstellers.

FUr die Herstellung der rekombinanten Viren wurden gréRere Mengen der
Transfervektoren benotigt. Dazu wurde die Plasmid-DNA einer 500 ml-Kultur des
jeweiligen plasmidtragenden E.coli-Stammes durch CsCI/EtBr-Dichtegradienten-

Zentrifugation oder mit Hilfe von NucleoBond PC 500 gewonnen.

2.2.1.2 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden bei den Firmen GATC (Konstanz) oder GENterprise
(Mainz) in Auftrag gegeben.

2.2.1.3 Transfektion von Saugetierzellen

16L2- oder 33L2-Genkonstrukte in den Expressionsvektoren pCMV-HA, pUF-A und
pEGFP wurden Uber Elektroporation (groRe Ansatze) oder Lipofektion (,6well“-Format)

in die Zellen eingebracht.

Elektroporationsbedingungen:

COS-7 330 pF
210 bis 220 Volt
PML" und PEF 800 pF

180 bis 200 Volt
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2.2.2 Arbeiten mit RNA

Zur Uberpriifung der Gen-Ausschaltung in Daxx’-Zellen und den davon
abstammenden, stabil mit wtDaxx oder Daxx-Fragmenten rekonstituierten Zellen wurde
Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und diese in einer reverse transcriptase (RT)-PCR

mit Daxx-Gen-spezifischen bzw. Neol-spezischen Primern eingesetzt.

2.2.2.1 RNA-Isolation aus Kulturzellen

Fur die lIsolation von Gesamt-RNA wurde auf ein Produkt der Firma PeqglLab
zuruckgegriffen: E.Z.N.A. Total RNA Kit. Die RNA-Qualitat und -Quantitadt wurde im

Agarosegel untersucht und abgeschatzt.

2.2.2.2 RT-PCR

Die RNA-Proben aus den unterschiedlich oder nicht rekonstituierten Daxx”-Zellen
wurden in einer RT-PCR eingesetzt. Hierfur wurden zu den Ready-To-Go RT-PCR
Beads der Firma Amersham Primer eingesetzt, die schon bei der Herstellung der

Daxx’-Zellen zur Kontrolle des Zell-Genotyps dienten [Ishov et al. 2004]:

GenDaxx227-Up: 5-GCG GCT GCA GGA GAA GGA G-3, entsprechend den
Basenpaaren 627 bis 645 von mDaxx cDNA

mDaxxGen4-Down: 5-TTG TTA ATG AGC CGT TCA ATG-3’, entsprechend den
Basenpaaren 848 bis 827 von mDaxx cDNA

Neol: 5-TGC GAG GCC AGA GGC CAC TTG TGT AGC-3’

Die Kombination der Primer GenDaxx227-Up und mDaxxGen4-Down kann endogenes
Daxx, transfiziertes wtDaxx und AC-Daxx nachweisen, wobei die Primer-Kombination
GenDaxx227-Up und Neol den Knock-out des endogenen Daxx-Gen (und stattdessen

die Anwesenheit des Neomycin-Resistenzgens) bestatigen kann.

2.2.3 Kultivierung von Saugerzellen

Die Anzucht von allen oben aufgelisteten Zelllinien erfolgte in DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle Medium) unter Zusatz von 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin (Gibco BRL) (— DMEM®"). Das Medium fir die Kultur der retransfizierten
Daxx”-Zellen (pBABE) enthielt zusatzlich das Selektionsantibiotikum Puromycin
(Sigma) in einer Endkonzentration von 2,5 pg/ml. Konfluente und adharente Zellrasen
wurden mit PBS gewaschen und mit Hilfe von PBS/EDTA,s9 oder Trypsin/EDTA
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abgelost. Die Verdinnung und weitere Kultivierung erfolgte abhangig vom jeweiligen
Versuchsansatz.

2.2.4 Expression von Proteinen im Vacciniavirus-System

Rekombinante Vacciniaviren (vac) wurden fur die transiente Genexpression der HPV-
Kapsidproteine in Saugetierzellen eingesetzt. Bei den verwendeten Viren stand das zu
exprimierende Gen unter der Kontrolle eines T7-Promoters. Die Zellen mussten flr eine
Proteinexpression der HPV-Gene zusatzlich mit dem rekombinanten Vacciniavirus-
Stamm pTM7-3 infiziert werden [Moss et al. 1990]. Dadurch gelangte das fur die T7-
RNA-Polymerase codierende Gen zusatzlich in die Zellen.

2.2.4.1 Infektion mit Vacciniaviren

Die Infektion von Zellen mit rekombinanten Vacciniaviren wurde in serumfreiem DMEM
bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Abhangig von dem jeweiligen Versuchsansatz wurde
die Multiplizitat der Infektion (MOI) zwischen 0,1 und 5 variiert. Nach einstindiger
Inkubation wurde das Infektionsgemisch abgezogen und durch DMEM" ersetzt. Nach
Kultivierung bei 37 °C wurden die Zellen fur die unterschiedlichen Versuchsansatze
weiterbehandelt (s. u.). Wenn nicht anders angegeben, wurden HuTK-Zellen

verwendet.

2.2.4.2 Amplifikation von Vacciniaviren

Fur die Amplifikation der rekombinanten Vacciniaviren wurden HuTK'-Zellen mit einer
MOI von 0,1 infiziert. Nach 36 bis 40 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen in
Medium abgeschabt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 mM HEPES, pH 7,2
resuspendiert, zur Gewinnung der Viren zwei Gefrier/Tau-Zyklen unterworfen, mit 10x
PBS gepuffert und bei -70 °C gelagert.

Die Bestimmung der Virustiter (PFU, plaque forming units) erfolgte durch Infektion von
Zellen in ,6well“-Platten mit verschiedenen Verdinnungen der Viren. Nach Kultivierung
der infizierten Zellen fur 48 Stunden wurden sie mit 0,3 % Kristallviolett in 4 % Ethanol

uberschichtet und die Plaques — in Kontrast zu dem gefarbten Zellrasen — ausgezahilt.
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2.2.4.3 Herstellung von rekombinanten Vacciniaviren
2.2.4.3.1 Praparation von Vaccinia-Wildtyp-DNA

Die Amplifikation der Wildtyp-Vacciniaviren erfolgte genau wie die der rekombinanten
Viren; die virushaltigen Suspensionen wurden wie folgt aufgeschlossen: 2x 10" infizierte
Zellen in 1,5 ml PBS wurden mit 30 pl Triton X-100, 1,5 yl B-Mercaptoethanol (3-ME)
und 48 ul EDTA (250 mM, pH 8,0) versetzt. Einer zehnminutigen Inkubation auf Eis mit
gelegentlichem Invertieren des Reaktionsgefalles folgte eine Zentrifugation far 2,5
Minuten bei 3.000 rpm (Tischzentrifuge). Der Zentrifugationsuberstand wurde einer
erneuten Zentrifugation bei 13.000 rpm fur zehn Minuten unterworfen, wobei die Viren
sedimentieren. Das Pellet wurde in 200 pl TE-Puffer resuspendiert und 13,4 pl 3 mM
NaCl, 20 pl 10% SDS, 0,6 pyl B-ME und 3 pl Proteinase K (10 mg/ml) hinzugefugt.
Dieser Ansatz wurde fur eine Stunde oder uber Nacht bei 56 °C inkubiert, anschlie3end
zwei  Phenol/Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktionen und einer Ethanolfallung
unterworfen. Die DNA-Gewinnung gelang mittels eines Glasstabes, auf den die DNA
gewickelt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und dann getrocknet wurde. Die

Resuspension wurde in H,O vorgenommen.

2.2.4.3.2 Rekombination von Genen in das Vaccinia-Genom

Die in vitro Rekombination von Vacciniaviren wurde im ,6well“-Format durchgefihrt.
90%ig konfluente HuTK™-Zellen wurden gewaschen und zur Vorbereitung auf die
Rekombination fur eine Stunde mit einem temperatur-sensitiven Vacciniavirus-Stamm
(ts7vv/MOI von 0,1) bei RT infiziert. Nach Austausch des Mediums gegen DMEM®
wurden die Zellen weitere zwei Stunden bei 33 °C kultiviert.

1 ug des rekombinanten pTM-Transfervektors (enthielt HPV-Gen der Wahl) und 1 ug
des Vaccinia-wt-Genoms wurden in einem 1,5 ml-Reaktiongefal® vorgelegt, 125 pl 2x
HEBS-Puffer hinzugefugt und 125 pl CaCl, (250 mM) zugetropft. Nach einer
halbstindigen Inkubation bei RT wurde die DNA auf die mit PBS gewaschenen Zellen
gegeben. Das Calciumphosphat-Prazipitat verblieb unter stdndigem Schwenken eine
Stunde bei Raumtemperatur auf den Zellen, bevor es gegen DMEM ersetzt wurde und
die Zellen darin zwei weitere Stunden bei 39 °C kultiviert wurden. Nach zwei Tagen
Inkubation der Zellen bei 39 °C in DMEM" wurden die Zellen in Medium abgeschabt,
abzentrifugiert und das Zellpellet in 900 pl 10 mM HEPES/pH 7,2 aufgenommen. Zwei
Gefrier/Tau-Zyklen setzten die Viren frei und das Gemisch wurde mit 10x PBS

gepuffert, bevor es zur weiteren Amplifikation und Selektion erneut auf Zellen gegeben
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wurde. Die weiteren Amplifikationen erfolgten in Anwesenheit von BrdU (5-Brom-2’-
Desoxyuridin), welches auf rekombinante Vacciniaviren selektioniert, und so lange, bis

Plaques zu beobachten waren.

2.2.4.3.3 Plaque-Reinigung rekombinanter Vacciniaviren

Zur Aufreinigung rekombinanter Vacciniaviren nach einer in vitro Rekombination wurde
eine Plaque-Reinigung durchgefuhrt. HUTK™-Zellen in ,6-well“-Platten wurden mit der
dritten oder vierten Amplifikation infiziert und nach einstiindiger Inkubation bei RT mit
einem Gemisch aus DMEM®, BrdU (0,15 mg/ml) und Agarose (0,625 %) lberschichtet.
Die Zellen wurden so lange bei 37 °C kultiviert, bis Plaques makroskopisch sichtbar
waren; sie wurden mit Spitzenaufsatzen von Eppendorf-Pipetten aus der Agarose
gestochen und Uber Nacht in 1 ml DMEM bei 4 °C resuspendiert.

Diese virushaltigen Medien wurden wieder zur Infektion von HUTK™-Zellen verwendet,
wobei so lange in Anwesenheit von BrdU amplifiziert wurde, bis Plaques klar zu
erkennen waren. Die rekombinanten Vacciniaviren wurden durch Gefrier/Tau-Zyklen

aus den Zellen gewonnen.

2.2.4.4 VLPs und Pseudovirionen

Virusahnliche Partikel (VLP) sind HPV-Kapside, die nur aus den Kapsidproteinen L1
und L2 (oder aber nur aus L1) bestehen und keine DNA verpackt haben.
Pseudovirionen sind HPV-Kapside, die ein Markerplasmid, in diesem Fall GFP/GFP-
NLS, enthalten.

2.2.4.41 Herstellung von HPV-Kapsiden

Zur Herstellung von Pseudovirionen wurde das Plasmid zunachst durch Elektroporation
in COS-7-Zellen gebracht (dieser Schritt entfiel bei der VLP-Herstellung) und die Zellen
zwei Tage nach Transfektion mit den fir die Kapsidproteine L1 und L2 rekombinanten
Vacciniaviren (zusatzlich VTF7-3) infiziert. In den Zellen wird das Markerplasmid

amplifiziert und bei der Zusammenlagerung der Kapside verpackt.

2.2.4.4.2 Aufreinigung und Analyse

Fir die Aufreinigung der DNA-haltigen Partikel und der VLPs wurde aus den infizierten
Zellen ein Kernextrakt (s. 2.2.5.2) prapariert. Um die Viruspartikel aus den Kernen
freizusetzen, erfolgte eine Ultraschallbehandlung (3 mal 45 Sekunden, 80er Intervalle,
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40 % Leistung). Durch eine weitere Zentrifugation bei 10.000 rpm im SS34-Rotor (4 °C)
wurde unldsliches Material abgetrennt. Der partikelhaltige Uberstand wurde mit
Casiumchlorid versetzt (0,4 g pro 1 ml Lésung) und es schloss sich eine CsClI-
Dichtegradienten-Zentrifugation (s. 2.2.5.4) an. Fur Untersuchungen des L2-Einbaus in
die L1-Kapside wurde zusatzlich eine analytische Saccharose-Gradienten-
Zentrifugation (s. 2.2.5.6) durchgefuhrt. Um die Pseudovirionen in Infektionsassays

einsetzen zu kdnnen, erfolgte eine Dialyse gegen PBS (s. 2.2.5.3).

2.2.4.4.3 Infektionsansatz mit Pseudovirionen

Frisch dialysierte Pseudovirionen (5 bis 10 ul) wurden in 300 yl DMEM auf COS-7-
Zellen gegeben und fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
Mediumwechsel zu DMEM" und eine Kultivierung der Zellen fiir 48 bis 72 Stunden, bis
grune Zellen gut sichtbar waren. Pseudovirionen-infizierte griine und nicht-infizierte

Zellen wurden ausgezahilt.

2.2.5 Praparation von Proteinen

2.2.5.1 Herstellung eines Gesamtzellextraktes

FiUr eine Analyse von Proteinen, die in Zellkultur exprimiert wurden, wurden die Zellen in
Medium abgeschabt, abzentrifugiert und das Zellpellet in PBS resuspendiert. Die
Proben wurden flr die Analyse im SDS-Proteingel mit 5x Laemmli-Puffer versetzt und
funf Minuten bei 100 °C denaturiert.

2.2.5.2 Herstellung eines Kernextraktes

Geerntete Zellen wurden in Dounce-Puffer/NP40g s¢, (Zusatz von Aprotininy,gm und
Leupeptiniugmi) resuspendiert und nach einem Gefrier/Tau-Zyklus im Homogenisator
aufgeschlossen. Durch Zentrifugation bei 3.000 rpm (HB4-Rotor) fur funf Minuten
wurden die Kerne angereichert und wiederum in Dounce-Puffer/NP40 s,
aufgenommen. Die Kernextrakte wurden mit Hilfe einer Ultraschall-Behandlung (3 mal
45 Sekunden, 80er Intervalle, 40 % Leistung) in Lésung gebracht und unlésliches
Material in einer anschlieenden Zentrifugation (10.000 rpm, zehn Minuten im SS34-
Rotor) abgetrennt. Die Kernproteine befanden sich im Uberstand.
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2.2.5.3 Dialyse

CsCl-haltige Kapsidfraktionen wurden vor weiterflhrenden Untersuchungen dialysiert,
um das zelltoxische Salz zu eliminieren. Die Dialyseschlauche wurden zuvor flr zehn
Minuten in HoO/EDTAg 0sm gekocht (Lagerung bei 4 °C). Die Proben wurden dann in die
Schlauche eingebracht und fur mindestens eine Stunde gegen mehrere Liter PBS

dialysiert.

2.2.5.4 Kontinuierliche CsCl-Gradienten-Zentrifugation

Die mit CsCl-versetzten Proben der VLPs oder Pseudovirionen wurden einer Ultra-
Zentrifugation bei 55.000 rpm (Vti 65 Rotor; kleiner Gradient) oder 45.000 rpm (Vti 50-
Rotor; groRer Gradient) fir mindestens zwolf Stunden unterworfen (12 °C). Der
Gradient wurde zu 250 pl- (kleiner Gradient) bzw. 1,3 ml- (groRer Gradient) Fraktionen
ausgetropft. Die Fraktionen wurden im Western-Blot wuntersucht und der
Brechungsindex (Bl) im Refraktometer bestimmt. Proben konnten bei 4 °C gelagert

werden.

2.2.5.5 CsCI-Stufengradienten-Zentrifugation

Um die VLPs bzw. Pseudovirionen im Elektronenmikroskop zu untersuchen, wurden die
kapsidhaltigen Fraktionen des CsCl-Gradienten vereinigt und zur Abtrennung stérender
Zellkomponenten in einem CsCl-Stufengradienten aufgereinigt. Hierfir wurden die
vereinigten Fraktionen zunachst fur eine Stunde gegen PBS dialysiert und dann auf
einen CsClI-Gradienten aufgebracht, der folgende Zusammensetzung hatte: 1 ml CsClI-
Lésung mit einem Bl von 1,3690, gefolgt von 600 pl einer CsCl-Lésung mit einem BI
von 1,3618 und 5 ml einer CsCI-Losung mit einem Bl von 1,3489. Die Zentrifugation
erfolgte bei 40.000 rpm fur vier Stunden im SW40-Rotor (12 °C). Der Gradient wurde zu
350 pl-Fraktionen ausgetropft. Die Analyse der Fraktionen erfolgte im Western-Blot. Die

Proben wurden bei 4 °C gelagert.

2.2.5.6 Analytischer Saccharose-Gradient

Zur Analyse des L2-Einbaus in HPV-Kapside wurden die uber CsCl-Gradienten
aufgearbeiteten VLPs oder Pseudovirionen in einem kontinuierlichen Saccharose-
Gradienten aufgetrennt. Hierzu wurde aus 60%iger und 10%iger Saccharose-L6sung
unter Zusatz von Aprotininiygm, Leupeptiniggm und BSAig.gm ein linearer Gradient

gegossen und die vereinigten Proben aus dem CsCI-Gradienten (positiv fur VLPs oder
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Pseudovirionen) auf den Gradienten aufgebracht. Die Zentrifugation erfolgte bei
36.000 rpm fur 2,5 Stunden im SW40-Rotor (4 °C). Die Fraktionen des Gradienten
wurden von oben her in 750 ul-Portionen abgenommen und TCA-gefallt (s. 2.2.5.7), in

Laemmli-Puffer aufgenommen und im Western-Blot untersucht.

2.2.5.7 Trichloressigsaure(TCA)-Fallung

Die Proteinproben wurden mit gleichem Volumen 20%iger TCA-L6sung versetzt
([TCAlena= 10 %) und bei 13.000 rpm fur zehn Minuten (Tischzentrifuge) zentrifugiert.
Das Proteinpellet wurde nacheinander mit 5%iger TCA-LOsung und Aceton gewaschen
und abschlielfend getrocknet. Das Pellet wurde in Laemmli-Puffer resuspendiert und
funf Minuten bei 100 °C gekocht.

2.2.5.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die in Laemmli-Puffer aufgenommenen Proben wurden einer denatuierenden
Gelelektrophorese unterworfen: SDS-PAGE.

Das Sammelgel enthielt 5 %, das Trenngel fur die Standarduntersuchungen 10 %
Acrylamid, fUr die Untersuchungen der Immunprazipitationen (L2/Daxx-Interaktion) 7 %

des vernetzenden Agens.

2.2.5.9 Western-Blot

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine spezifisch nachzuweisen, wurden sie
mittels Nass-Transfer auf einer NC-Membran immobilisiert und mit Antikdrpern
nachgewiesen. Die Detektion der spezifischen Proteinbanden gelang mit Hilfe des ECL

(verstarkte Chemilumineszenz).

2.2.5.10 Quantitative Auswertung der Western-Blots

Um das L1/L2-Verhaltnis in Pseudovirionen zu bestimmen, wurden die entsprechenden
Western-Blots von Saccharose-Gradienten eingescannt und die Proteinbanden mit Hilfe
der Kodak 1D image analysis software (Version 3.5) quantifiziert und die ermittelten

Daten zueinander ins Verhaltnis gesetzt.

2.2.5.11 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Proben aus dem CsCI-Stufengradienten wurden direkt flr die Elektronen-

mikroskopie eingesetzt. 5 ul der kapsidenthaltenden Proben wurden auf kohle-
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beschichtete Kupfer-Grids aufgebracht und fur die Negativ-Kontrastierung mit 2 %
Phosphowolframsaure behandelt. Die Aufnahmen erfolgten an einem ZEISS EM900
Transmissions-Elektronenmikroskop bei 80 kV und VergroRerungen von 30.000 bis
140.000. Abzige wurden auf Agfa-Fotopapier mit einer Vergrélderung von 1:2,5
gemacht. Die Arbeiten wurden unter Anleitung von W. Gebauer im Labor von J. Markl
durchgefuhrt.

2.2.5.12 Immunhistochemie

Fur Fluoreszenzmikroskopie-Untersuchungen wurden Zellen auf Deckglasern in ,6well*-
Platten ausgesat und nach Kultivierung Uber Nacht mit den jeweiligen Plasmiden
transfiziert oder rekombinanten Vacciniaviren infiziert. Nach Inkubation wurden die
Zellen flr mindestens 20 Minuten mit Methanol/EGTAg 02m bei -20 °C fixiert, gewaschen,
mit Ziegen-Normal-Serum abgesattigt und mit den jeweiligen primaren und sekundaren
Antikdrpern inkubiert. Die Deckglaser wurden nach einer Hoechst33342-Behandlung

(wahrend einer der letzten Waschschritte) mit Fluoprep eingebettet.

Fur die Untersuchungen der L2-Expression unter dem Einfluss von MG132 und
Nocodazol wurden diese Substanzen zu verschiedenen Zeitpunkten bis zum
Inkubationsende dem Versuchansatz zugefugt. Der Proteasomen-Inhibitor MG132
(gelost in DMSO) wurde in der Endkonzentration von 10 yM dem Medium zugesetzt,

Nocodazol (gelést in DMEM) in einer Endkonzentration von 10 ug/ml.

Fir die Analyse wurde ein Zeiss Axiovert 200 M-Mikroskop, eine Zeiss Axiocam-

Digitalkamera und die Axiovision Software 3.0 verwendet.

Die Arbeiten am Laser-Scan-Mikroskop wurden mit Hilfe von D. Strand im Labor von P.
Galle vorgenommen. Fur diese Untersuchungen wurden die Praparate flr eine bessere
Erhaltung der Strukturen mit Paraformaldehyd (2,5 % in PBS) fur 20 Minuten fixiert und
anschlielfend mit PBS/NP40 permeabilisiert. Die restlichen Schritte der Detektion

entsprachen denen der Methanol-fixierten Deckglaser.

2.2.5.13 Immunprazipitation

Um die Interaktion des L2-Proteins mit dem zellularen Daxx-Protein zu untersuchen,
wurde ein Kernextrakt aus L2-exprimierenden Zellen hergestellt (s. 2.2.5.2). Dieser
Kernextrakt wurde mit magnetischen Partikeln (Dynabeads® M-280 Tosylactivated)

versetzt, die zuvor mit L2-spezifischen Antikdrpern (Gemisch aus L2-1 und L2-2)
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entsprechend der Herstellerangaben (Dynal Biotech) gekoppelt worden waren. Es
wurde laut Protokoll vorgegangen. Durch Kochen der Proben konnten die Partikel von
den zu untersuchenden Protein-Komplexen abgel6st werden. Proteine wurden in der

SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert.
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3 Ergebnisse

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass das L2-Protein Uber zwei funktionelle
Kernlokalisationssignale (NLS) verflugt und in den Kerndomanen ND10 lokalisiert. Die
fur die ND10-Lokalisation verantwortliche Sequenz wurde auf die Aminosauren 390 bis
420 eingeengt. L2 rekrutiert das Kapsidprotein L1 in ND10 und verursacht
Veranderungen dieser Domanen: L2 induziert den proteolytischen Abbau einer weiteren
Hauptstrukturkomponente der ND10, des Transkriptionsaktivators Sp100, der in den
PODs nicht mehr nachgewiesen werden kann. Der Transkriptionsmodulator Daxx

dagegen wird massiv zu ND10 rekrutiert [Florin et al. 2002a; Florin et al. 2002b].

Diese Daten sollten komplettiert und eine weitere Einengung der fur die ND10-
Lokalisation verantwortlichen L2-Proteinbereiche sollte vorgenommen werden. Um die
L2-Sequenzen zu kartieren, die fur die ND10-Lokalisation, die Rekrutierung von L1 und
die Umstrukturierung der subnuklearen Doméanen verantwortlich sind, konnte auf eine
Reihe von L2-Deletionsmutanten zurlckgegriffen werden, die bereits in der
Arbeitsgruppe vorlagen. Zusatzlich wurden im Verlauf dieser Arbeit verschiedene
L2/GFP-Fusionskonstrukte hergestellt und weitere L2-Mutanten konstruiert, die durch

homologe Rekombination in das Vacciniavirus-Genom eingebracht wurden.

Die L2-Mutanten sind schematisch in Abbildung 5A dargestellt, wobei die
Kernlokalisationssignale (NLS) wund die ND10-Lokalisationsdomane (NDLD)
hervorgehoben wurden. Alle Mutanten wurden nach der ersten und letzten im Protein
noch enthaltenen Aminosaure der Wildtyp-Sequenz bezeichnet. Die Expression der
entsprechenden Proteine wurde in einer SDS-PAGE und im Western-Blot Uberpruft
(Abb. 5B). Alle Mutanten zeigten das erwartete Laufverhalten, wobei fur das Wildtyp-
Protein und die Mutante L2-12/390 ein hdheres Expressionsniveau und zusatzliche

Protein-Abbau-Banden beobachtet wurden. Die Ursachen hierfur sind unbekannt.
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Abb. 5: Die verwendeten L2-Mutanten
(A) Schematische Darstellung der L2-Mutanten: Die jeweils erste und letzte im Konstrukt
noch vorhandene Aminosaure der 33L2-Sequenz ist angegeben. NLS: Kernlokalisations-
signal; NDLD: ND10-Lokalisationsdomane.
(B) L2-Mutanten wurden exprimiert und die L2-Proteine mit dem mAK L2-1 im WB detektiert.

3.1 Die ND10-Assoziation von L2
3.1.1 Identifizierung der ND10-Lokalisationsdomane (NDLD)

Durch die Expression C- und N-terminaler L2-Mutanten mittels des Vacciniavirus-
Systems in HUTK'-Zellen und die Detektion der Proteine in fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen mit einem L2-spezifischen Antikdrper konnte die fur die ND10-
Lokalisation verantwortliche Region in L2 nicht weiter eingeengt werden (Abb. 6A). Mit
Hilfe der Mutanten L2-12/390 und L2-1/420 konnte der essenzielle Teil der L2-Sequenz
bestatigt werden, der die Lokalisation des L2-Proteins in den subzellularen
Kernstrukturen bedingt [Florin 2002]. Im Gegensatz zu der Mutante L2-12/390 wurde
das Deletionsprotein L2-1/420 in ND10 beobachtet. Der entscheidende Teil der NDLD
liegt demnach im Bereich der Aminosauren 390 bis 420. Der N-terminale Bereich des
L2-Proteins, der im Protein L2-12/390 fehlt, tragt hingegen nicht zu einer ND10-
Lokalisation bei, da auch L2-360/467 in den PODs detektiert werden konnte.

Zudem konnte durch Expression der Deletionsmutanten gezeigt werden, dass das
Protein L2-1/300, das nicht Uber eine Kernlokalisationssequenz verfugt [Florin 2002],
zwoOIf Stunden nach Infektion durch Diffusion in den Kern gelangte und dann eine
diffuse Verteilung im Kern zeigte (Abb. 6A).
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Abb. 6: NDLD-Charakterisierung des L2-Proteins

(A) L2-Konstrukte wurden exprimiert und mit dem mAK L2-1 nachgewiesen. Im Fall der
Mutante L2-360/467 erfolgte der Nachweis indirekt Uber die Rekrutierung des L1-
Proteins in ND10.

(B) COS-7-Zellen wurden mit L2/GFP-Fusionskonstrukten (pEGFP) transfiziert und die GFP-
Fluoreszenz nach 48h im Mikroskop detektiert (die Pfeile deuten auf Fusionskonstrukte,
die ND10-Lokalisation zeigten).

(C) wtL2, L2-150/467 und L2-1/456 wurden exprimiert. L2 und PML wurden im konfokalen
Mikroskop analysiert.

Eine weitere Eingrenzung der ND10-Lokalisationsdoméane im L2-Protein wurde mit Hilfe
von L2/GFP-Fusionskonstrukten durchgefuhrt. Hierfur wurden kurze L2-Sequenzen
mittels PCR amplifiziert und mit Restriktionsschnittstellen versehen. Diese Konstrukte
wurden Uber den Hilfsvektor pCR 2.1 in den zuvor geschnittenen Vektor pEGFP-C1
bzw. pEGFP-C2 kloniert. Nach Expression der L2-GFP-Konstrukte in COS-7-Zellen
wurden die Zellen nach ca. 48 Stunden im Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 6B).
Auffallig war die extreme Neigung dieser GFP-Fusionen, in der Zelle Aggregate zu
bilden, was die Auswertung der Versuche beeintrachtigte. Jedoch konnte festgehalten
werden, dass die Konstrukte GFP-L2-399/467, GFP-L2-390/467, GFP-L2-360/467 und
GFP-L2-360/420 in den ND10-Strukturen lokalisierten. Dagegen konnte das Protein
GFP-L2-390/420 nicht in den subnuklearen Strukturen nachgewiesen werden. Die
Proteine L2-390/420, L2-399/467 und L2-360/420 enthielten keine Kern-
lokalisationssequenz. Die entsprechenden GFP-Fusionsproteine gelangten somit durch
Diffusion in den Kern. Dies erklart die zusatzliche diffuse Verteilung der Konstrukte im
Cytoplasma. Zusammenfassend zeigten die Versuche, dass der Aminosaure-Bereich
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399 bis 420 essenziell, aber nicht ausreichend ist, um das L2-Protein in den ND10 zu
lokalisieren. Hierflir sind zusatzliche N- oder C-terminal flankierende Aminosauren
notwendig. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese die NDLD flankierenden
Bereiche nur die Faltung der essenziellen NDLD-Bestandteile im Fusionsprotein

unterstutzen und nicht selbst zur ND10-Lokalisation von L2 beitragen.

Innerhalb dieser Expressionsstudien konnten immer wieder Unterschiede in dem
Aussehen der L2-Aggregate in oder um ND10 festgestellt werden. Aus diesem Grund
wurden zusatzlich zu den routinemafRigen Aufnahmen am ZEISS Fluoreszenzmikroskop
Untersuchungen an einem konfokalen Mikroskop durchgefuhrt. Die anfangliche
Vermutung, dass C-und N-terminale L2-Mutanten trotz Aggregation im Kern dort
unterschiedliche Strukturen in oder an PODs bilden, konnte mit Hilfe von
Immunfluoreszenz-Aufnahmen an einem konfokalen Mikroskop ausgeschlossen werden
(Abb. 6C). Mit Hilfe dieser Aufnahmen konnte jedoch gezeigt werden, dass nicht immer
eine 100%ige Uberlagerung von L2 und der Hauptstrukturkomponente der ND10, dem

PML-Protein, vorlag.

3.1.2 Charakterisierung der NDLD (Punktmutagenese)
3.1.2.1 Die Proline innerhalb der prolinreichen Sequenz tragen nicht zur
NDLD bei

Die NDLD-Sequenz von L2 ist prolin- und serinreich (Abb. 7). Prolinreiche Sequenzen
zeichnen typische Protein/Protein-Interaktionsdomanen aus, die mit vielfaltigen
Domanen, z. B. SH3 Domanen, in Wechselwirkung treten konnen [Kay et al. 2000].
Zudem weist diese L2-Region einige PxxP-Motive auf, die zwar nicht in allen
krebsassoziierten HPV-Typen konserviert, aber in allen Typen an unterschiedlichen
Stellen zu finden sind.

SNVSIPLNTGFDTPVMSGPDIPSPLFPTSSP

witL2 | oy

390 420

Abb.7: Die NDLDinL2
Die fur die ND10-Lokalisation verantwortliche L2-Domane ist prolin- und serinreich. Die
Proline in PxxP-Motiven wurden hervorgehoben.
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Diese Abschnitte tendieren zur Ausbildung von Pll-Helices [Adzhubei and Sternberg
1993]. Sie weisen drei Aminosauren pro Windung auf. Die Proline liegen somit auf der
gleichen Helix-Seite und vermitteln direkt die Wechselwirkung mit den

Interaktionspartnern.

Um den Einfluss der vorhandenen PxxP-Motive auf die ND10-Lokalisation des L2-
Proteins zu untersuchen, wurde ein Austausch der Aminosaure Prolin an den Stellen
408, 413 und 420 gegen Alanin mit Hilfe des Quik Change® Site-Directed Mutagenesis
Kit durchgefuhrt. Die Verwendung dieses Produkts ermoglichte es, die L2-Mutagenese
im pTM-Vektor durchzufuhren. Durch homologe Rekombination zwischen Vektor- und
Vacciniavirus-Sequenz wurden die Konstrukte in Vacciniaviren eingebracht. Nach
Expression in HUTK™-Zellen zeigten die Mutanten L2-P408A, L2-P413A, L2-P408/413A
und L2-P420A das gleiche Verhalten in Bezug auf die ND10-Lokalisation wie das
Wildtyp-Protein (Abb. 8). Die Punktmutanten kolokalisierten in den ND10 mit dem PML-
Protein genau wie wtL2, d. h. dass die Proline, bzw. die PxxP-Motive in dem
Sequenzbereich 408 bis 420 keinen malgeblichen Anteil an der NDLD des L2-Proteins

haben.

L2-P408/413A| PML

Abb. 8: Untersuchung der PxxP-Motive in der L2-NDLD
Die Prolin-Mutanten von L2 wurden in HUTK'-Zellen exprimiert. Zehn Stunden nach Infektion
wurden die Zellen fixiert und dem mAK L2-1 und dem pAK o-PML inkubiert.

3.1.2.2 Das hochkonservierte SGPDI-Motiv innerhalb der NDLD

Zusatzlich zu den in vielen HPV-Typen vorkommenden prolinreichen Sequenzen im L2-
Protein fallt besonders eine Region (AS 406 bis 410, SGPDI) durch ihre extrem hohe
Konservierung bei den genitalen HPV-Typen auf (Abb. 9).
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HPV33L2 39 GFDTPVMSGPDIIPSPLFPTSSPA420
HPV16L2 405 AYN I PLVISGPD IIPI NI TDQAP S426
HPV18L2 394 SWDVPVY|TGPD I|ITLPSTTSVWPA415
HPV11L2 389 PSDWFVQ|ISGPD IITFPTASMGT P410

Abb. 9:  Sequenzvergleich der NDLD im L2-Protein genitaler HPV-Typen
Proline in dem gezeigten Sequenzabschnitt sind fett gezeichnet, die hochkonservierte Region
zwischen den Aminosauren 406 bis 410 (fir 33L2) ist hervorgehoben.

Diese Region in HPV33 L2 umgibt das schon untersuchte Prolin 408 und zeichnet sich
weder durch einen ausgesprochen hydrophoben noch durch einen polaren Charakter
aus. Zur Untersuchung dieses Sequenzabschnittes wurden mehrere Punktmutationen
miteinander kombiniert. Dabei wurden hydrophobe Aminosauren zu polaren mutiert und
umgekehrt. Die Mutationen in den Aminosauren 406 bis 410 wurden wieder mit Hilfe
des Quik Change® Site-Directed Mutagenesis Kit in wtL2 eingefiihrt. Die Primer wurden
so entworfen, dass an der Aminosaure-Position 408 ein Austausch von Prolin zu Alanin
entstand und die Aminosaure-Positionen 406, 407, 409 und 410 zufallig entweder die
Wildtyp-Sequenz oder die mutierte Sequenz erhielten: S406R, G407R, D409A und
[410K. Dieses Vorgehen ermoglichte die Konstruktion von 16 unterschiedlichen

Mutationskombinationen mit dem Einsatz von nur zwei ,Oligonukleotid-Gemischen®.

Abb. 10: Untersuchung des hochkonservierten SGPDI-Motivs in der NDLD
HuTK-Zellen wurden mit VTF7-3 infiziert und eine Stunde spéater mit den angegebenen L2-
Punktmutanten (AS-Bereich 406/410) in pTM ftransfiziert. Nach zwolf Stunden Expression
wurden die Zellen fixiert und mit L2- und PML-spezifischen Antikérpern inkubiert.

L2

L2-S406R-G407R-
DA09A-1410K P408A-1410K

L2-G407R-P408A-

L2-S406R-G407R
P408A-D409A-1410K
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Um die Relevanz dieses Sequenzmotivs fur die ND10-Lokalisation von L2 zu klaren,
wurden die mutierten L2-Konstrukte in HuTK™-Zellen exprimiert und die Zellen nach
zehn Stunden flr die Immunfluoreszenz fixiert. Der Nachweis erfolgte mit L2- und PML-
spezifischen Antikdrpern (Abb. 10). Der Einsatz aller mdglichen Mutanten ergab, dass
weder der Austausch einzelner noch kombinierter Aminosauren in diesem
Sequenzabschnitt die Fahigkeit des L2-Proteins veranderte, in ND10 zu lokalisieren.
Weder die Kreation eines polaren Bereiches noch die eines hydrophoben Bereiches in
dem Aminosaure-Abschnitt 406 bis 410 konnte den Interaktionsbereich des L2-Proteins

mit einer POD-Komponente zerstoren.

Somit steht die vollstandige Identifizierung der Kernsequenz der NDLD von L2 noch

aus.

3.1.3 L2-Lokalisation in PML-negativen Zellen

Wenn die Hauptstrukturkomponente der ND10, das PML-Protein, zerstort wird, so
kommt es zum Zerfall der ND10 [Zhong et al. 2000a]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, welche Lokalisation L2 in Zellen zeigt, die nicht mehr Gber ND10 verfugten.
Fir diese Untersuchung standen PML-knock-out-Zellen von G. Maul zur Verfugung. Bei
diesen Zellen handelt es sich um Maus-Fibroblasten, die aus homozygot PML-
defizienten Embryonen enthommen und durch Transfektion mit dem SV40 T-Antigen
immortalisiert worden waren (PML"'). Als Kontrolle dienten die parentalen PEF-Zellen,
in denen PML exprimiert wurde [Wang et al. 1998; Ishov et al. 1999].

Wurden PML"-Zellen mit wtL2-rekombinanten Vacciniaviren infiziert, so lokalisierte L2
schon acht Stunden nach Infektion nahezu komplett in Kernaggregaten (Abb. 11A), die
den ND10 in PML-haltigen Zellen — wie auch in den parentalen PEF-Zellen — sehr
ahnlich waren. Ebenfalls konnte die Akkumulation von HPV16 L2 in solchen
Kernpunkten beobachtet werden, wenn codon-optimiertes 16L2 nach Transfektion in
den Zellen exprimiert wurde (Abb. 11B). Somit baut L2 PML-unabhangig selbst
organisierte Strukturen im Kern auf, wobei der beobachtete Effekt weder von dem

Expressionssystem abhangig noch auf 33L2 beschrankt ist.
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16h

Abb. 11: L2-Expression in PML"-Zellen
(A) PML"- und PEF-Zellen, die L2 exprimierten, wurden nach angegebener Zeit fixiert und
mit dem mAK L2-1 inkubiert.
(B) PML™-Zellen wurden mit dem codon-optimierten 16L2-Konstrukt transfiziert, nach 16h
fixiert und mit L2-1 behandelt.

3.2 Die L2-induzierte ND10-Reorganisation

Nachdem die NDLD auf eine 22 Aminosauren kurze Sequenz in L2 eingeengt werden
konnte, ohne die entscheidend zur ND10-Lokalisation beitragenden Aminosauren
identifizieren zu koénnen, wurde analysiert, welche Region im L2-Protein fir die

Reorganisation der ND10-Strukturen verantwortlich ist.

3.2.1 L2-induzierter Sp100-Ausschluss aus ND10

Fir die Untersuchung des Verlustes des transkriptionellen Aktivators Sp100 wurden die

gleichen L2-Mutanten eingesetzt wie flr die zuvor beschriebenen Experimente.

In nicht behandelten HUuTK™-Zellen zeigt Sp100 eine punktformige Verteilung im Kern,
die fur die Lokalisation in ND10 charakteristisch ist (Abb. 12A). Die fluoreszenz-
mikroskopische Auswertung der Expression von L2-Mutanten in HuTK™-Zellen (Abb.
12B) ergab, dass sowohl N-terminal (L2-150/467) als auch C-terminal deletierte L2-
Proteine (L2-1/456 und 1/420) den Sp100-Verlust aus den ND10 induzierten. Es gab
keine Mutante, die zwar in ND10 zu detektieren war, jedoch keine Relokalisation von

Sp100 hervorrief. Ebenso wenig induzierte eine Mutante wie z. B. L2-1/360, die eine
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diffuse Kernverteilung zeigt, den Verlust von Sp100 aus den Kernstrukturen. Auch die
fur die NDLD-Charakterisierung konstruierten L2-Punktmutanten, die alle in ND10

lokalisierten, zeigten keine Abweichung von dieser Regel (Abb. 12B).

Sp100
Kontrolle

L2-1/420

L2-150/467

Abb. 12: Untersuchung des Sp100-Ausschlusses aus ND10 nach L2-Expression
(A) Unbehandelte HuTK'-Zellen wurden mit Sp100-spezifischem Antikérper fir die
Immunfluoreszenz behandelt.
(B) vacL2-Deletionsmutanten und die Punktmutante L2-P408/413A wurden in HUTK'-Zellen
exprimiert, nach zwdlIf Stunden fixiert und mit L2- und Sp100-spezifischen Antikérpern
inkubiert.

Erganzend zu den fluoreszenzmikroskopischen Daten wurde in einem Western-Blot
kontrolliert, ob der durch bestimmte L2-Mutanten hervorgerufene Sp100-Ausschluss
aus ND10 immer durch den proteolytischen Abbau des Proteins [Florin et al. 2002b]
verursacht wurde (Abb. 13). Als Kontrollen dienten sowohl unbehandelte HUTK™-Zellen,
solche, die mit VTF7-3 und vac33L1 infiziert wurden, als auch Zellen, die L2-Mutanten
exprimierten, die nicht in ND10 lokalisierten. Der Western-Blot wurde zunachst mit
einem Sp100-spezifischen Antikérper und nach dessen Entfernung mit einem L2-
spezifischen Antikorper inkubiert. Die L2-Mutanten wurden etwa gleich exprimiert,
wobei nur die Mutanten L2-1/360 und L2-1/330 ein geringeres Expressionsniveau
zeigten. Die Expression der Mutante L2-360/467 konnte im Western-Blot nicht
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nachgewiesen werden, da der zur Verfigung stehende Antikdrper L2-1 die
Aminosauren 163 bis 170 des L2-Proteins erkennt.
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Abb. 13: Untersuchung des Sp100-Proteins nach L2-Expression
Proteinproben L1- oder L2-exprimierender Zellen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Analyse des WB erfolgte mit dem mAK L2-1 und dem pAK GH3 (a~-Sp100). Als Kontrolle
dienten neben den L1-exprimierenden Zellen zudem nicht-infizierte HUTK™-Zellen.

Entgegen friherer Beobachtungen konnte im Rahmen dieser Arbeit ein proteolytischer
Abbau des Sp100-Proteins nicht nachgewiesen werden. Die eingesetzten Proben der
unterschiedlichen L2-Mutanten zeigten stets eine deutliche Sp100-Bande bei ca. 70 kD
im Western-Blot, die fur die gleiche Sp100-Konzentration in allen Zellen sprach.
Ebenfalls konnte weder mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Antikérpers (Chemicon)
noch mit dem von H. Will zur Verfligung gestellten polyklonalen Serum gegen Sp100
(,GH3“) im Fall von wt33L2 eine Abnahme von Sp100 beobachtet werden. Die
verwendeten Antikdrper sind beide gegen den C-Terminus von Sp100 gerichtet und
erkennen alle der bisher bekannten Sp100-Spleilvarianten bzw. Isoformen. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dass genau diejenigen Sp100-Isoformen von dem
proteolytischen Abbau betroffen sind, die im Western-Blot nicht detektiert werden

konnten.

Der L2-induzierte Sp100-Ausschluss muss somit auf der Relokalisation von Sp100 aus
ND10 und der diffusen Verteilung Uber das Nukleoplasma und/oder Cytoplasma
beruhen. Eine erhéhte Sp100-Konzentration im Nukleoplasma oder Cytoplasma konnte
jedoch aufgrund schwankender Hintergrund-Farbungen der immunhistochemisch
behandelten Zellen nicht nachgewiesen werden.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die ND10-Lokalisationsdomane des L2
fur den induzierten Sp100-Verlust aus den ND10 notwendig ist und dass entgegen der
bisherigen Annahme kein proteolytischer Abbau, sondern eine Relokalisation des

Proteins fur den Sp100-Verlust aus ND10 verantwortlich ist.

3.2.2 Interaktion von L2 mit dem Daxx-Protein

Ein weiterer, durch L2 induzierter Reorganisations-Vorgang der ND10 ist die
Rekrutierung des transkriptionellen Modulators Daxx. Diesem Protein wurden
inzwischen sowohl transkriptionsaktivierende [Emelyanov et al. 2002] als auch
transkriptionsinhibitorische [Hollenbach et al. 1999; Li and Chen 2000; Li et al. 2000; Li
et al. 2000a; Lehembre et al. 2001] Eigenschaften zugeschrieben. Daxx interagiert
direkt mit PML [Ishov et al. 1999] und ist unter normalen Umstanden sowohl in ND10
als auch im Heterochromatin zu finden. Eine Arbeitshypothese bezuglich der HPV-
Morphogenese besagt, dass die Rekrutierung von Daxx in Kombination mit dem Verlust
von Sp100 aus ND10 die virale Replikation und Transkription effektiv beendet [Florin et
al. 2002b] und die virale DNA somit zum Minichromosom kondensieren kann, das dann

in das Kapsid verpackt wird.

3.2.2.1 L2-induzierte Daxx-Rekrutierung in ND10

Nachdem der Nachweis schon vorlag, dass L2 mit Daxx interagiert [Florin et al. 2002b],
wurde untersucht, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der ND10-Lokalisation der
L2-Mutanten und der Daxx-Rekrutierung in diese Kernstrukturen besteht. Hierfur
wurden wiederum die oben beschriebenen vac33L2-Mutanten eingesetzt. Zellen
wurden 16 bis 24 Stunden nach Infektion fixiert und mit L2- und Daxx-spezifischen
Antikorpern behandelt. Die Daxx-Rekrutierung wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Daten analysiert. In den nicht infizierten Zellen zeigte sich das typische Daxx-Muster im
Kern: eine schwache, punktférmige Verteilung in Heterochromatin und ND10 (Abb.
14A). Genau wie wtL2 rekrutierte das N-terminal um 149 Aminosauren verkurzte L2-
Protein den Transkriptionsmodulator in die subnukledaren Doméanen (Abb. 14B). Und
auch eine Mutante, die nur noch 108 C-terminale Aminosauren aufwies, war in der
Lage, die Daxx-Anreicherung in ND10 zu induzieren (Abb. 14C). In diesem Fall musste
der mikroskopische Nachweis indirekt erbracht werden, da der im Labor vorhandene
L2-Antikorper das stark verkurzte Protein nicht detektieren konnte. Die punktférmige

Daxx-Aggregation im Kern jedoch ist als Nachweis eindeutig.



Ergebnisse 45

Daxx
Kontrolle

L2-1/360

L2-360/467

Abb. 14: Untersuchung des Daxx-Proteins nach L2-Expression
(A) Unbehandelte HUTK'-Zellen wurden mit einem pAK gegen Daxx behandelt.
(B) vacL2-Deletionsmutanten wurden exprimiert und zusammen mit Daxx visualisiert.
(C) Zellen, die L2-360/467 exprimierten, wurden mit dem Daxx-Antikdrper und Hoechst33342
behandelt.
(D) Nachweis von Daxx und L2 in L2-P420A-exprimierenden Zellen.

Ebenso wie die am N-Terminus verklUrzten L2-Konstrukte konnten auch C-terminal
deletierte L2-Proteine sowie die beschriebenen Prolin/Alanin-Punktmutanten Daxx
rekrutieren (Abb.14B+D). Dahingegen war die Mutante L2-1/360, die keine

Kolokalisation mit PML zeigte, nicht dazu in der Lage.

3.2.2.2 Koimmunprazipitation von Daxx und L2

Diese Ergebnisse liellen vermuten, dass alle L2-Mutanten, die Daxx in ND10
rekrutieren, auch mit Daxx interagieren konnen. Fir eine weitere Analyse der L2/Daxx-
Interaktion wurde in Zusammenarbeit mit L. Florin eine Immunprazipitation
durchgefuhrt. Hierfur wurden Kernextrakte von Zellen, die verschiedene L2-Mutanten
exprimierten, mit magnetischen Partikeln inkubiert, die zuvor mit den L2-spezifischen
Antikdrpern L2-1 und L2-2 gekoppelt worden waren. Die Prazipitate wurden durch

Kochen von den magnetischen Partikeln gelost und einer Analyse in der SDS-PAGE
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unterzogen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Kernlysate der Praparationen (Abb.
15).

Lysate Immunprézipitate

L2-wt 1-420 12-390 1-330 1-300 150-467 L2-wt 1-420 12-380 1-330 1-300 150-467

S cmmamen - - —
a-Daxx

-

a-l2

Abb. 15: Untersuchung der L2/Daxx-Interaktion durch Immunprazipitation
vacL2-Mutanten wurden in HUTK'-Zellen exprimiert. Aus diesen Zellen wurden Kernextrakte
hergestellt, die einer Immunprazipitation mit den mAK L2-1 und L2-2 unterworfen wurden.
Proben der Kern-Lysate und der Immunprazipitate wurden im WB mit einem Daxx-
spezifischen Antikérper und dem mAK L2-1 analysiert.

Die Ergebnisse der Immunprazipitation bestatigten die NDLD als Interaktionsdomane
von L2 mit Daxx: Durch die L2-Mutanten 12/390 und 1/360 konnte Daxx nicht
koprazipitiert werden, obwohl diese Mutanten im Kern lokalisieren. Dagegen konnten
die Mutanten L2-1/420 und L2-150/467, die in ND10 lokalisieren, Daxx sowohl

rekrutieren als auch koimmunprazipitieren.

3.2.2.3 L2/Daxx-Interaktion in PML-negativen Zellen

Die Daxx-Rekrutierung durch alle L2-Mutanten, die in ND10 lokalisierten, liel vermuten,
dass die L2/Daxx-Interaktion von ND10 abhangig ist. Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurde L2 in PML™-Zellen und den parentalen PEF-Zellen exprimiert und

L2 und Daxx mit Antikdrpern nachgewiesen.

Daxx zeigte in den PEF-Zellen die typische teils diffuse, teils punktformige Verteilung im
Kern, die charakteristisch fiir Heterochromatin und ND10 ist. In PML™- Zellen war Daxx
eher diffus verteilt und zeigte nur schwache Prasenz im Heterochromatin (Abb. 16A).
Nach Expression von L2 akkumulierte Daxx in beiden Zelllinien in Kernaggregaten
(Abb. 16B). Diese Kernpunkte expandierten im Laufe der Zeit und nach ca. 20 Stunden
konnte der Grofteil des zellularen Proteins in diesen Aggregaten nachgewiesen
werden. Die Daxx-Anreicherungen Uberlappten in jedem Fall mit den L2-positiven
Kernpunkten (Abb. 16B). Das Kapsidprotein L1 dagegen induzierte keine Aggregation
des zellularen Proteins (Abb. 16C). Die Interaktion von Daxx und L2 und die damit

verbundene Akkumulation von Daxx in den L2-Aggregaten ist somit PML-unabhangig.
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Abb. 16: L2-spezifische Daxx-Rekrutierung in Kernpunkte
(A) Daxx-Farbung in nicht-behandelten PML"- und PEF-Zellen
(B) PML"- und PEF-Zellen wurden mit vac33L2 infiziert und nach der Fixierung mit L2- und
Daxx-spezifischen Antikdrpern behandelt
(C) Daxx-Nachweis in 33L1-exprimierenden PML™-Zellen.

3.2.2.4 Lokalisation von L2 in Daxx-negativen Zellen

Neben der Erkenntnis, dass die L2/Daxx-Interaktion PML-unabhangig ist, konnte in
allen bisher untersuchten Zelllinien das gemeinsame Anwachsen der Protein-
akkumulationen von L2 und Daxx beobachtet werden. Eine mdgliche Erklarung fur
diese Beobachtung ist, dass nicht L2 Daxx zu den PODs rekrutiert, sondern L2 durch
Daxx als Adapter dorthin transportiert wird. Eine direkte Interaktion von Daxx wurde
z. B. flr das Tegumentprotein pp71 von HCMV nachgewiesen, die eine Voraussetzung
fur die ND10-Lokalisation des viralen Proteins ist. Es wird angenommen, dass Daxx als
Adapterprotein zwischen PML und pp71 fungiert [Hofmann et al. 2002; Ishov et al.
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2002]. Daxx interagiert auf3erdem mit einer Vielzahl von zellularen Proteinen, wobei in

der Regel der C-Terminus des Proteins die Interaktionen vermittelt.

Ob Daxx wirklich das direkte oder indirekte Adapterprotein zwischen L2 und dem PML-
Protein ist und somit die L2-Rekrutierung in die PODs bewirkt, sollte mit Hilfe von Daxx-
knock-out-Zellen (Daxx”") untersucht werden. Diese Zellen, sowie Daxx”-Zellen, die
stabil mit wtDaxx, dem C-Terminus (C-Daxx; AS 629 bis 740) oder dem N-Terminus
(AC-Daxx; AS 1 bis 625) von Daxx oder dem Kontrollplasmid pBabe transfiziert wurden,

wurden von G. Maul zur Verfugung gestellt [Ishov et al. 2004].

Das Fehlen des Daxx-Gens, bzw. die Anwesenheit des transfizierten wt-Daxx und der
Daxx-Teilkonstrukte wurde mittels einer RT-PCR verifiziert. Das Ergebnis bestatigte die

Abwesenheit von endogenem Daxx bzw. die Anwesenheit der Daxx-Transkripte in den

Zellen (Abb. 17A).
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Daxx/-/wtDaxx |Daxx/-/AC-Daxx| Daxx-/-/C-Daxx

Abb. 17: Kontrolle der Daxx”-Zellen und der von ihnen abgeleiteten Zell-Linien

(A) Aus den Daxx"-Zellen, sowie den stabil mit dem Kontroll-Plasmid pBabe (,control®),
pBabe/C-Daxx (,C-Daxx“), pBabe/AC-Daxx (,AC-Daxx*) und pBabe/wtDaxx (,wtDaxx")
transfizierten Daxx”-Zellen wurde RNA isoliert und in einer RT-PCR eingesetzt. Die
Primer-Kombination 1 (GenDaxx227-Up und mDaxxGen4-Down) weist transfiziertes
wtDaxx und das Konstrukt AC-Daxx nach, wohingegen die Primer-Kombination 2
(GenDaxx227-Up und Neo |) den Gen-knock-out bestatigt (Exon 4 bis 7 sind durch ein
intaktes Neo-Gen ersetzt).

(B) Nicht-behandelte Daxx"-Zellen, sowie alle davon abgeleiteten Zellen wurden mit mAK
gegen Maus-PML inkubiert.
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Zur weiteren Kontrolle wurden die Daxx”-Zellen, sowie die stabil transfizierten Zellen
mit einem fur Maus-PML spezifischen Antikorper angefarbt. Das PML-Protein zeigte in
allen Zelltypen die typische Lokalisation in den ND10, wobei — wie erwartet — ein zwar
ahnliches, aber nicht identisches Farbungsmuster wie in z. B. HUTK™-Zellen zu finden
war (Abb. 17B). Die retransfizierten Konstrukte verfugten uber ein HA-Epitop und
konnten mit einem Antikorper gegen HA nachgewiesen werden (Abb. 17B).

! “/wtDaxx

Daxx”

Daxx'/ “JAC-Daxx

Daxx'/ “/C-Daxx

Daxx'/'/pBabe

Abb. 18: L2-Lokalisation in Daxx™-Zellen
Die Daxx-Zellen und die stabil transfizierten Daxx”-Zellen wurden mit vac33L2 infiziert,
nach 16 Stunden fir die Immunfluoreszenz fixiert und mit dem pAK K28 und mAK o-PML
behandelt.

L2 wurde mit Hilfe des Vacciniavirus-Systems in den Daxx’-Zellen und den davon
abgeleiteten, stabil transfizierten Zellen exprimiert und uUber Immunfluoreszenz-
mikroskopie nachgewiesen (Abb. 18). L2 zeigte in allen untersuchten Zellen die
typische Aggregation in ND10, wobei in den Daxx”-Zellen und den mit AC-Daxx-

retransfizierten Zellen die Proteinakkumulation verzogert stattfand. Alle L2-Kernpunkte
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kolokalisierten jedoch mit dem PML-Protein. Die Assoziation von L2 mit ND10 ist somit
unabhangig von Daxx.

3.2.2.5 L2 interagiert nur mit wtDaxx

Um zu klaren, welche Teile von Daxx mit dem L2-Protein interagieren kdnnen, wurde L2
in Daxx”-Zellen, die mit den unterschiedlichen Konstrukten von Daxx transfiziert waren,
exprimiert. Die Analyse im Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach Inkubation der Zellen
mit L2- und HA-spezifischen Antikdrpern. Uberraschenderweise konnte eine
Kolokalisation von L2 nur mit dem Volllangenprotein von Daxx nachgewiesen werden.
Keines der beiden verkurzten Daxx-Konstrukte zeigte eine gemeinsame Lokalisation
bzw. verstarkte Aggregation mit L2 in ND10 (Abb. 19).

Daxx/-/wtDaxx

Daxx"-/AC-Daxx

Daxx/-/C-Daxx

Abb. 19: Nachweis der Daxx-Konstrukte nach L2-Expression
Daxx”-Zellen und stabil mit den Daxx-Konstrukten transfizierte Daxx”-Zellen, die L2
exprimierten, wurden nach 16 Stunden fixiert und mit dem pAK K28 und einem mAK gegen
HA behandelt.

3.3 Die Interaktion von L2 mit dem Kapsidprotein L1

Nach der Reorganisation der ND10 induziert L2 die Rekrutierung von L1 (Abb. 20A)
[Day et al. 1998; Florin et al. 2002a]. Vermutlich kommt es in ND10 durch die Interaktion
von L2 mit L1-Kapsomeren zum Zusammenbau der Kapside und der Verpackung der
viralen DNA.
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Um die Interaktion der beiden Kapsidproteine von HPV33 zu untersuchen, wurden zwei
parallele Ansatze gewahlt: die Analyse der Rekrutierung von L1 zu ND10 durch L2-

Deletions- und Punktmutanten und die Analyse des Einbaus von L2 in VLPs.

Hierzu wurden L2-Mutanten und L1 mit Hilfe rekombinanter Vacciniaviren in HUTK'-
Zellen exprimiert. Zum einen wurden die Zellen fur die Immunfluoreszenz aufgearbeitet
und zum anderen Kernextrakte hergestellt, die Uber CsCI- und Saccharose-Gradienten

aufgereinigt und im Western-Blot analysiert wurden.

3.3.1 L2-induzierte Rekrutierung von L1 in ND10

Die Fahigkeit der L2-Mutanten, L1 in ND10 zu rekrutieren, wurde durch

immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen analysiert.

A B

L2/allein L1/allein L2-1/456

L2-1/420

L2-150/467

L2-360/467

Abb. 20: Nachweis der Kapsidproteine nach alleiniger oder gemeinsamer Expression

(A) HUTK-Zellen wurden mit vac33L1 oder bzw. und vac33L2 infiziert oder mit den codon-
optimierten 16L1- und 16L2-Konstrukten transfiziert. Die HPV33-Kapsidproteine wurden
mit dem mAK L1-7 und dem pAK K28 nachgewiesen, die HPV16-Proteine mit L1-7 und
K18.

(B) L1 und L2-Mutanten wurden exprimiert und mit dem mAK L1-7 und dem pAK K28 bzw.
K233 (im Fall von L2-150/467) nachgewiesen. Im Fall der Mutante L2-360/467 wurden
die Zellen mit L1-7 und a-PML behandelt.
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Dabei ergab sich, dass alle L2-Mutanten, die ND10 assoziiert waren, L1 auch dorthin
rekrutieren konnten. Selbst eine N-terminale Verkurzung des L2-Proteins um bis zu 359
Aminosauren beeintrachtigte die L1-Rekrutierung in ND10 nicht (Abb. 20B). Auch in
diesem Fall konnte die Mutante L2-360/467 nicht mit dem Antikorper detektiert werden.
Der Nachweis der L1-Rekrutierung erfolgte indirekt durch Inkubation der Zellen mit den
Antikorpern L1-7 und o-PML. Wie zu erwarten, konnte L1 nicht in ND10 beobachtet

werden, wenn eine L2-Mutante, die nicht in ND10 lokalisiert, koexprimiert wurde.

Ebenso wie die anderen mit ND10 assoziierten L2-Mutanten waren auch die
beschriebenen Prolinmutanten und die Punktmutanten im Aminosaure-Bereich 406 bis

410 in der Lage, L1 in die Kerndomanen zu rekrutieren (Abb. 21).

L2 wilL1 merge

L2-P408/413A

-
N

L2-G407R-P408A-
D409A-1410K

L2-S406R-G407R
P408A-D409A-1410K

Abb. 21: Nachweis der Kapsidproteine nach Expression von L2-Punktmutanten
HuTK-Zellen wurden mit VTF7-3 und der Mutante vacL2-P408/413A infiziert oder nach
VTF7-3-Infektion mit den L2-406/410-Konstrukten transfiziert. Fir immunfluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen mit L1-7 und K28 inkubiert.

3.3.2 L2-Einbau in virusahnliche Partikel (VLPs)

Die Analyse der Saccharose-Gradienten zeigte fur das L1-Protein die typische breite
Verteilung Uber den Gradienten: Im oberen Teil sedimentieren Kapsomere, im mittleren
Bereich tubulare und spharische Partikel und im unteren Teil findet man Aggregate von
L1. Die C-terminal verkurzten L2-Mutanten zeigten ein nahezu identisches
Sedimentationsverhalten und kosedimentierten mit dem L1-Protein in den VLP-haltigen
Fraktionen (Abb. 22A).
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Abb. 22: Interaktionsanalyse der Kapsidproteine in linearen Saccharose-Gradienten
HuTK-Zellen wurden mit vac33L1 und vac33L2-1/456, -1/330 oder -1/300 (A) bzw. mit
vac33L1 und vac33L2-150/467 (B) infiziert. 48 Stunden nach Infektion wurden Kernextrakte
prapariert und nach einer partiellen Aufreinigung in CsCI-Gradienten in einem Saccharose-
Gradienten analysiert. Die Fraktionen wurden in einem L2- und L1-spezifischen WB
analysiert (fir die L2-Analyse wurde das vierfache Volumen eingesetzt).

Quantitative Auswertungen belegten, dass mit Ausnahme der Mutante L2-1/300 alle
Deletionsmutanten mit der gleichen Effizienz in VLPs eingebaut wurden wie wtL2 (Tab.
2). Der geringere Einbau von L2-1/300 in VLPs beruht wahrscheinlich auf der
niedrigeren nukledren Konzentration von L2-1/300, das nur durch Diffusion und nicht
durch aktiven Transport in den Kern gelangte. Die Tatsache, dass die Mutanten L2-
1/300 und L2-1/330 uberhaupt in VLPs eingebaut wurden, spricht dafur, dass fur die
Bildung L2-haltiger VLPs weder die ND10-Lokalisation (Mutante L2-1/330) noch ein
aktiver Kerntransport von L2 (Mutante L2-1/300) notwendig ist.

FUr die Mutante L2-150/467 konnte der Einbau in VLPs durch Kosedimentation in
Saccharose-Gradienten nachgewiesen werden (Abb. 22B). Bei L2-360/467 scheiterte
dieser Nachweis wieder an der Unfahigkeit des L2-Antikdrpers, das verklrzte Protein zu
detektieren. Auffallig bei dem Einbau von L2-150/467 in VLPs war das geringe L1/L2-
Verhaltnis (Tab. 2). Wahrend dieses Verhaltnis normalerweise 30:1 betragt, was einem
Einbau von zwolf L2-Molekullen in ein Kapsid mit 360 L1-Molekulen entspricht, betragt
das Verhaltnis nun etwa 5:1. Dies entspricht einem L2-MolekUll pro Kapsomer, das aus

funf L1-Proteinen aufgebaut ist.
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1/300

1/330

1/456

150/467

Tab. 2:  Quantitative Analyse der L1/L2-VLPs

Fraktion L1 L2 L2/4 L1/L2
8 214,20 6,45 1,61 132,84
9 292,60 56,52 14,13 20,71
10 299,40 79,21 19,80 15,12
Mittelwert 56,22
Standardabw. 66,41
Fraktion L1 L2 L2/4 L1/L2
7 848,60 116,40 29,10 29,16
8 1450,00 218,70 54,68 26,52
9 245400 664,20 166,05 14,78
10 2593,00 682,60 170,65 15,19
11 2062,00 433,60 108,40 19,02
12 1672,00 142,00 35,50 47,10
Mittelwert 25,30
Standardabw. 12,20
Fraktion L1 L2 L2/4 L1/L2
9 105,70 11,43 2,86 36,99
10 153,30 84,49 21,12 7,26
11 155,20 64,58 16,15 9,61
12 107,00 18,27 4,57 23,43
13 57,86 5,58 1,40 41,48
Mittelwert 23,75
Standardabw. 13,87
Fraktion L1 L2 L2/4 L1/L2
8 84,44 82,32 20,58 4,10
9 134,80 119,30 29,83 4,52
10 168,00 102,40 25,60 6,56
11 145,20 96,13 24,03 6,04
12 121,80 75,86 18,97 6,42
13 88,30 70,31 17,58 5,02
14 85,31 75,67 18,92 4,51
15 83,94 79,99 20,00 4,20
16 58,91 66,45 16,61 3,55
Mittelwert 4,99
Standardabw. 1,09

Fir die Ermittlung der Effizienz des L2-Einbaus in VLPs wurden die WBs der Saccharose-
Gradienten digitalisiert und die Proteinbanden mit Hilfe der Kodak 1D image software
(Version 3.5) quantifiziert. Die flr L2 erhaltenen Werte wurden durch den Faktor vier dividiert,
da fur die L2-Analyse das vierfache Probenvolumen eingesetzt wurde. (Die angegebenen

Zahlenwerte sind die ermittelten relativen Proteinwerte.)
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3.3.3 Mutagenese des HPV11 L1-Interaktionsmotivs

Unter Verwendung eines bakteriellen Expressionssystems wurde fur HPV11 eine L1-
Interaktionsdomane in L2 identifiziert (AS 396 bis 439), die sich durch ihren
hydrophoben Charakter auszeichnet. Die Punktmutation der Aminosauren 417 (Alanin)
und 418 (Leucin) zu Glutamat im Peptid HPV11 L2-396/439 bewirkte die vollstandige
Aufhebung der L1/L2-Interaktion. Bei HPV33 L2 sieht diese Aminosaure-Region ahnlich
aus (AS 406 bis 449).

Das Vorhaben war, durch eine Punktmutation nach Finnen et al. in einem N-terminal
verkurzten L2-Konstrukt, evtl. beide L1-Interaktionsdomanen in HPV33 L2
auszuschalten. Da die N-terminale L1-Interaktionsdomane (AS 1 bis 300) von L2
sicherlich kurzer ist, als sie durch den Einbau von L2 in VLPs bestimmt werden konnte,
wurden die Punktmutationen an den Positionen 427 und 428 in wtL2 und in die
Deletionsmutante L2-150/467 eingefuhrt. Die beiden L2-Konstrukte vac33L2-F427/428E
und vac33L2-150/467-F427/428E wurden zusammen mit vac33L1 in HuTK'-Zellen
exprimiert. Die Zellen wurden fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
aufgearbeitet und es wurden Kernextrakte hergestellt, die uber CsCl- und Saccharose-
Gradienten aufgereinigt und im Western-Blot analysiert wurden (Abb. 23).

Beide Punktmutanten konnten in ND10 nachgewiesen werden und verfugten Uber die
Fahigkeit, das L1-Protein in diese Domanen zu rekrutieren (Abb. 23A). Die Analyse
ergab weiterhin, dass sowohl die L2-Punktmutante L2-F427/428E als auch das C-
terminal verkurzte L2-Protein L2-150/467-F427/428E in VLPs eingebaut wurden (Abb.
23B). Die Mutation der beiden hydrophoben Aminosauren in der Deletionsmutante L2-
150/467 reichte somit nicht aus, um die beiden L1-Interaktionsdomanen in L2

auszuschalten.



Ergebnisse 56

L2-F427/428E| wtL1

L2-150/467-
F427/428E

B

VLPs unten

e
--=fiifiig==u
. =

u'u g- "! - .
i ® P — -

Abb. 23: Untersuchung der L1-Interaktionsdomanen in L2

HuTK-Zellen wurden mit VTF7-3, vacL1 und den angegebenen vacL2-Konstrukten infiziert.

(A) Die Zellen wurden zwolf Stunden nach Infektion mit dem mAK L1-7 und dem pAK K233
behandelt.

(B) 48 Stunden nach Infektion wurden Kernextrakte aus den infizierten Zellen hergestellt und
diese in analytischen Saccharose-Gradienten untersucht. Die einzelnen Fraktionen
wurden in einem L2- und L1-spezifischen WB analysiert (fir die L2-Analyse wurde das
vierfache Probenvolumen eingesetzt).

wiL1+
L2-F427/428E

wil1+
L2-150/467-
F427/428E

3.3.4 L1/L2-Interaktion in PML-negativen Zellen

Wie in den vorherigen Abschnitten dargelegt, rekrutieren alle L2-Mutanten, die in ND10
lokalisieren, auch L1 dorthin. Weiterhin ergab sich, dass keine ND10-Assoziation der
Kapsidproteine vorliegen muss, um den L2-Einbau in Kapside zu gewahrleisten. Es
wurde untersucht, ob das Vorhandensein von ND10 trotzdem eine Voraussetzung fur

die Interaktion zwischen L1 und L2 ist.

Die alleinige Expression von L1 resultierte auch in PML”-Zellen in einer diffusen
Kernverteilung des Proteins. Bei Koexpression mit L2 akkumulierte es nach zehn
Stunden nahezu vollstandig in den L2-haltigen Kernaggregaten (Abb. 24A), was auf

eine Interaktion der beiden Kapsidproteine in den PML"-Zellen hindeutet.

Es wurde weiterhin untersucht, ob diese Kolokalisation zu einer funktionellen Interaktion
zwischen den beiden Kapsidproteinen fuhrt. Um dies zu Uberprufen, wurde der L2-
Einbau in VLPs nach Koexpression der beiden Kapsidproteine untersucht. Die VLPs
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wurden aus den Kernen von PML™"-Zellen und den PEF-Kontrollzellen extrahiert, durch
Gleichgewicht-Dichtegradienten-Zentrifugation partiell aufgereinigt und in einem
linearen Saccharose-Gradienten analysiert. Als Kontrolle dienten Extrakte aus Zellen,

die nur L2 exprimierten.
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Abb. 24: L1- und L2-Expression in PML"- und PEF-Zellen

PML"- und PEF-Zellen wurden mit vacL1 und vacL2 infiziert.

(A) L1- und L2-exprimierende PML™-Zellen wurden nach den angegebenen Zeitpunkten
fixiert und mit L1-7 und K28 inkubiert.

(B) Kernextrakte wurden aus PML™- und PEF-Zellen, die entweder beide Kapsidproteine
oder nur das L2-Protein exprimierten, gewonnen. Nach einer partiellen Aufreinigung
durch CsClI-Dichte-Zentrifugation wurden die Proben in Saccharose-Gradienten
aufgetrennt und die Fraktionen im L1- und L2-spezifischen WB analysiert (fur die L2-
Analyse wurde das zwolffache Probenvolumen eingesetzt).

(C) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von VLPs, die in PML™- und PEF-Zellen
hergestellt wurden.

Auch in den PEF-Zellen zeigte das L1-Protein die typische breite Verteilung Uber den
Gradienten (Abb. 24B). Das L2-Protein zeigte ein nahezu identisches
Sedimentationsverhalten. Ein ahnliches Ergebnis erhielt man bei der Analyse von VLPs,
die in PML"-Zellen gebildet wurden. Dagegen wurde L2 ausschlieBlich im Sediment
gefunden, wenn keine Koexpression mit L1 stattfand. Das spricht fur eine Aggregation

von L2-Proteinen, wie man sie in allen bisher untersuchten Zelllinien gefunden hat.

Zur weiteren Charakterisierung der VLPs wurden die Fraktionen 9 bis 11 der
Saccharose-Gradienten vereinigt und nach einer weiteren Zentrifugation in einem CsCI-

Stufengradienten im Elektronenmikroskop untersucht. Abbildung 24C bestatigt, dass
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sowohl in den PEF- als auch den PML”-Zellen VLPs gebildet wurden. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Einbau von L2 in VLPs kein PML-Protein
bendtigt. Weiterhin wurde die Effizienz der VLP-Bildung und des relativen L2-Einbaus in
die VLPs in den beiden Zelllinien quantitativ verglichen. Hierfir wurden die Western-
Blots der CsClI-Stufengradienten und der Saccharose-Gradienten digitalisiert und die
L1- und L2-spezifischen Banden mit Hilfe der Kodak 1D image software (Version 3.5)
quantitativ erfasst. Der relative Gehalt an L1-Protein in den VLP-haltigen Fraktionen des
CsClI-Stufengradienten wurde mit den fur die Expression eingesetzten Zellzahlen
korrigiert. Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied fur die VLP-Ausbeute in
PML™- und PEF-Zellen (Tab. 3).

PEF Fraktion L1 L2 L2/12 L1/L2
7 75,81 23,04 1,92 39,49
8 133,00 53,00 4,42 30,11
9 148,10 80,28 6,69 22,14
10 155,20 133,40 11,12 13,96
11 163,80 129,30 10,77 15,20
12 130,00 66,75 5,56 23,37
13 121,90 46,99 3,92 31,13
14 104,90 16,61 1,38 75,79
Mittelwert 31,40
Standardabw. 18,55
PML™ Fraktion L1 L2 L2/12 L1/L2
9 80,41 52,18 4,35 18,49
10 144,60 101,3 8,44 17,13
11 101,00 23,76 1,98 51,01
12 104,00 42,66 3,55 29,26
13 134,40 70,07 5,84 23,02
14 54,30 41,48 3,46 15,71
Mittelwert 25,77
Standardabw. 12,15
VLPges Korrekturfaktor | Korrigiert
PML™ 199,1 1 199,1
PEF 177,4 2,35 416,89
PEF/PML™ 2,09

Tab.3: Quantitative Analyse der L1/L2-VLPs aus PML"- und PEF-Zellen

Fur die Ermittlung der VLP-Ausbeuten in PML™- und PEF-Zellen wurden die WB der CsCl-
Stufengradienten (nicht gezeigt) digitalisiert und die Proteinbanden der VLPs mit Hilfe der
Kodak 1D image software (Version 3.5) quantifiziert. Der fir die PEF-Zellen erhaltene Wert
wurde mit dem Faktor 2,35 multipliziert, da fiir die Analyse der PML™-Zellen das 2,35-fache
Probenvolumen eingesetzt wurde. Fir die Quantifizierung des L2-Einbaus in VLPs wurde mit
den WBs der Saccharose-Gradienten ebenso verfahren und die L2-Werte mit dem Faktor
zwolf korrigiert. (Die angegebenen Zahlenwerte sind die ermittelten relativen Proteinwerte.)
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FUr die Analyse des L1/L2-Verhaltnisses in den VLPs aus beiden unterschiedlichen
Zelllinien wurden die Western-Blots der Saccharose-Gradienten eingescannt und die
L1- und L2-Protein-Banden quantifiziert. Schliel3lich wurden die erhaltenen Werte flr
das unterschiedliche bei der SDS-PAGE eingesetzte Probenvolumen korrigiert. Wie in
allen bisher untersuchten Zelllinien ergab sich ein L1/L2-Verhaltnis von ca. 30 L1-
Molekulen zu einem L2-Molekul (Tab. 3). Die Interaktion von L1 und L2 resultierte somit
im Einbau von L2 in VLPs, wobei kein PML-Protein und somit auch keine ND10
erforderlich waren. Auch das L1/L2-Verhaltnis entsprach dem in naturlichen Virionen

gefundenen Wert von 30:1.

3.3.5 L1/L2-Interaktion in Daxx-negativen Zellen

Weiterhin wurde untersucht, ob die Interaktion zwischen L1 und L2 von Daxx abhangig
ist. Zwar konnte gezeigt werden, dass Daxx fur die ND10-Lokalisation von L2 nicht
benotigt wird. Ob das zellulare Protein jedoch fur die L1/L2-Interaktion notwendig ist,
war damit noch nicht geklart. Die beiden Kapsidproteine wurden zusammen in den
Daxx’-Zellen und den daraus abgeleiteten Zelllinien exprimiert. Der Nachweis mit L1-
und L2-spezifischen Antikdrpern zeigte, dass L2 in jeder dieser untersuchten Zelllinie in
der Lage ist, L1 in die PODs zu rekrutieren (Abb. 25). Daxx ist demnach weder fur die
subnukleare Lokalisation von L2 noch fur die L2-induzierte Rekrutierung von L1

notwendig.

Daxx'/ “/C-Daxx

Abb. 25: L1/L2-Interaktion in Daxx”-Zellen
Daxx”-Zellen und davon abgeleitete Zellen wurden mit vac33L1 und vac33L2 infiziert, fixiert
und mit den Antikérpern L1-7 und K28 inkubiert. Beispielhaft fiir alle Ergebnisse sind nur die
Daxx"-Zellen und Daxx™/C-Daxx-Zellen gezeigt.
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3.3.6 Analyse der L1/L2-Interaktion im Cytoplasma

Es wurde gezeigt, dass keine spezifische Lokalisation im Kern und weder PML noch
Daxx bendtigt werden, um eine Interaktion zwischen L1 und L2 zu ermdglichen. Um die
Moglichkeit der L1/L2-Interaktion im Cytoplasma zu analysieren, wurde das
cytoplasmatisch lokalisierte L1-Protein L1ANLS (L1-1/470, dem das Kernlokalisations-
signal am C-Terminus des L1-Proteins fehlt) zusammen mit verschiedenen L2-
Mutanten exprimiert. Bekannt war, dass die Koexpression von wtL2 mit dem
kerntransport-defizienten L1-Protein den Kerntransport beider Proteine ermdglicht und
L2 in L1ANLS-VLPs eingebaut wird [Paintsil et al. 1996; Florin et al. 2002b]. Dagegen
konnte keine der getesteten L2-Mutanten, die Uber eine NDLD verflugte, den
Kerntransport und die Anreicherung von L1ANLS in ND10 induzieren (Abb. 26A). Selbst
Mutanten mit nur kurzen Deletionen (L2-12/467 oder L2-1/456) waren nicht dazu in der

Lage.

Weiterhin  wurde der Einbau von L2-Proteinen in L1ANLS-VLPs durch
Kosedimentationsanalysen untersucht, wobei die Bildung der VLPs aus L1ANLS durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt werden konnte (Abb. 26B). Diese
Kapside unterscheiden sich von den wtL1-VLPs durch erhdhte Variabilitat in Form und
Grolde, bilden sich jedoch mit ahnlicher Effizienz wie wtL1-VLPs. Aul3er flr wiL2 konnte
fur keines der L2-Konstrukte ein Einbau in die cytoplasmatischen VLPs nachgewiesen
werden. In den Western-Blots der Saccharose-Gradienten konnten die verschiedenen
L2-Proteine nur im Sediment nachgewiesen werden, genau wie bei alleiniger
Expression von L2 (Abb. 26C). Selbst wtL2 wurde mit geringerer Effizienz in diese VLPs
eingebaut. Wie zu erwarten war, wurde keines der L2-Proteine, die nicht mit L1ANLS
kolokalisierten, in diese VLPs eingebaut. Aber auch die Mutante L2-1/300, die aufgrund
des fehlenden NLS primar gemeinsam mit L1ANLS im Cytoplasma angereichert ist,

wurde nicht in die cytoplasmatischen VLPs eingebaut.
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Abb. 26: L1/L2-Interaktion im Cytoplasma

HuTK-Zellen wurden mit VTF7-3, vacL1ANLS und den angegebenen vacL2-Konstrukten

infiziert.

(A) Die Zellen wurden zwolf Stunden nach Infektion mit dem mAK L1-7 und dem pAK K28
bzw. K233 (L2-150/467) behandelt.

(B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von VLPs aus den Kapsidproteinen L1-ANLS und
L2.

(C) 48 Stunden nach Infektion wurden Kernextrakte prapariert und analytischen Saccharose-
Gradienten unterworfen. Die einzelnen Fraktionen wurden in einem L2- und L1-
spezifischen WB analysiert (fir die L2-Analyse wurde das vierfache Probenvolumen
eingesetzt).

Somit wird klar, dass der vollstandige VLP-Zusammenbau auf den Kern beschrankt,
aber nicht auf eine bestimmte Lokalisation im Kern angewiesen ist. Dies folgt u. a.
daraus, dass auch NDLD-defiziente L2-Mutanten wie L2-12/390 in VLPs eingebaut
werden (s. 3.3.2). AuBerdem deutet alles darauf hin, dass die Interaktion von L1 und L2
im Kern eine andere ist als die im Cytoplasma, da auch diejenigen Mutanten, die mit L1
im Kern L1/L2-VLPs bilden, nicht in der Lage sind, mit L1 im Cytoplasma zu

interagieren.
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3.4 Die Interaktion von L2 mit dem Chaperon Hsc70

3.4.1 Cytoplasmatische Retention von L2 durch den Proteasomen-
Inhibitor MG132

Der Proteasomen-Inhibitor MG132 (N-CBZ-Leu-Leu-Leucinal; SIGMA) verhindert die
Proteolyse von Proteinen, die fur den Abbau vorgesehen sind. Wird dieser Inhibitor
nach der Infektion von Zellen mit vac33L2 zugegeben, bewirkt er die Retention des L2-
Proteins im Cytoplasma der Zellen, d. h. der normalerweise stattfindende Kerntransport
wird dadurch verhindert [Florin et al. 2002a]. Die Retention ist auch zu beobachten,

wenn codon-optimiertes 16L2-Protein unter MG132-Einfluss exprimiert wird (Abb. 27).

Abb. 27: L2-Expression unter MG132-Einfluss
HuTK'-Zellen wurden mit vac33L2 und VTF7-3 infiziert oder mit dem codon-optimierten 16L2
transfiziert. Der Proteasomen-Inhibitor wurde drei Stunden nach Infektion bzw. Transfektion
zugegeben. Die Zellen wurden fiir weitere sechs Stunden kultiviert und nach der Fixierung
mit dem Antikorper L2-1 inkubiert.

Zur Aufklarung dieser vollig unerwarteten und unverstandenen Beobachtung sollte
zuerst der hierfur verantwortliche L2-Bereich Kkartiert werden. Dazu wurden
verschiedene L2-Mutanten mittels des Vacciniavirus-Transfersystems exprimiert und
die Zellen drei Stunden nach Infektion mit MG132 behandelt. Weitere sechs Stunden
spater wurden die Zellen fixiert. Die Lokalisation der L2-Konstrukte wurde mit L2- und
PML-spezifischen Antikorpern in der Immunfluoreszenz sichtbar gemacht (Abb. 28).
Alle untersuchten N-terminalen Deletionsmutanten zeigten in Anwesenheit von MG132

die gleiche cytoplasmatische Retention wie wtL2. Dagegen reichte schon eine
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Verkurzung von elf Aminosauren am C-Terminus aus, um den Effekt auf L2 zu
verhindern. Alle C-terminal verklUrzten L2-Konstrukte wurden in Anwesenheit von
MG132 in den Kern transportiert.

L2-91/467 L2-150/467

L2-1/456

L2-12/390

Abb. 28: Expression von L2-Mutanten unter MG132-Einfluss
HuTK-Zellen wurden mit VTF7-3 und den angegebenen vacL2-Mutanten infiziert und MG132
drei Stunden nach Infektion zugesetzt. Die Zellen wurden neun Stunden nach Infektion fixiert
und mit dem Antikdrper L2-1 behandelt.

Frihere Vermutungen [Florin 2002], dass die fir den MG132-Effekt verantwortliche L2-

Sequenz am aulersten C-Terminus liegt, konnten somit bestatigt werden.

3.4.2 Der C-Terminus von L2 wird vor dem Kerntransport nicht

abgespalten

Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen ist die Notwendigkeit einer C-terminalen
proteolytischen Spaltung von L2 vor dem Kerntransport. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese wurde ein HA-Epitop an den C-Terminus von HPV16 L2 angehangt. Dieses
Konstrukt wurde in Zellen exprimiert, und die Zellen wurden nach ca. 16 Stunden fur die



Ergebnisse 64

Immunfluoreszenz fixiert. Der Nachweis des Proteins erfolgte mit L2- und HA-
spezifischen Antikorpern (Abb. 29).

Abb. 29: Expression von 16L2-HA: Proteolyse vor dem Kerntransport von L2?
HuTK'-Zellen wurden mit dem 16L2-HA-Konstrukt transfiziert und nach 16 Stunden fir die
Immunfluoreszenz fixiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte mit L2-1 und a-HA.

Das L2-Protein und das HA-Epitop erschienen gleichzeitig im Kern und konnten in
ND10 nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass der C-Terminus von L2 vor dem

Kernimport nicht abgespalten wird.

3.4.3 Hsc70 wird mit L2 in den Kern transportiert

Die Behandlung mit MG132 Ubt einen Stress auf Zellen aus, ahnlich wie ein
Hitzeschock. So kommt es zur Translokation des konstitutiv exprimierten Chaperons
Hsc70 in die Nukleoli betroffener Zellen [Lewis and Pelham 1985; Florin et al. 2004].
Das Fehlen von cytoplasmatischem Hsc70 in MG132-behandelten Zellen kdnnte die
Ursache fur die Retention von L2 im Cytoplasma sein. Zudem zeigten Versuche im
Rahmen dieser Arbeit, dass L2 nur im Zellkern, nicht aber im Cytoplasma in VLPs
eingebaut wird. Dies lie3 vermuten, dass L2 im Cytoplasma an ein Protein oder an
mehrere Proteine gebunden ist, welche die Interaktion mit L1 verhindern. Die
Kombination dieser Ergebnisse legte die Vermutung nahe, dass Hsc70 mdglicherweise

mit L2 im Cytoplasma interagiert.

In unbehandelten Zellen ist Hsc70 homogen Uber das Cytoplasma der Zellen verteilt
(Abb. 30). Die Expression von L2 und L2-Mutanten, die in ND10 lokalisieren, fihrte zur
drastischen Umverteilung von Hsc70, das mit L2 in ND10 akkumulierte. Auch die
Expression von wtL1 bewirkte die Lokalisation von Hsc70 im Kern (Abb. 30). Diese
Ergebnisse lassen auf eine Interaktion und den gemeinsamen Kerntransport der

Kapsidproteine und Hsc70 schlielden.
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Abb. 30: Nachweis des zellularen Chaperons Hsc70 nach L2- und L1-Expression
HuTK'-Zellen wurden mit VTF7-3 und den angegebenen Vaccinia-Konstrukten der HPV-
Kapsidproteine infiziert. Die Zellen wurden nach neun Stunden fixiert und mit Antikérpern
gegen L2 und Hsc70 inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte Zellen, die mit dem mAK
gegen Hsc70 behandelt wurden.

3.4.4 Hsc70 wird in VLPs, nicht aber in Pseudovirionen eingebaut

Da das Chaperon vermutlich am Kerntransport der Kapsidproteine beteiligt ist, wurde
untersucht, ob auch in VLPs und/oder Pseudovirionen eine Assoziation der
Kapsidproteine mit Hsc70 vorliegt. Hierzu wurden VLPs, die sich nur aus L1 oder aus
L1 und verschiedenen L2-Proteinen zusammensetzten, sowie Pseudovirionen, die L1,
L2 und das Markerplasmid GFP/GFP-NLS enthielten, nach Aufreinigung Uber

Casiumchlorid-Gradienten in analytischen Saccharose-Gradienten untersucht.

Bei VLPs, die nur aus L1-Molekllen aufgebaut waren, konnte keine Assoziation mit
Hsc70 festgestellt werden (Abb. 31). Das Chaperon wurde nur in den obersten vier
Fraktionen nachgewiesen, wohingegen die VLPs hauptsachlich in den Fraktionen neun
bis zwoIf sedimentierten. Dagegen kosedimentierten Hsc70 und das Kochaperon Hsp40
teilweise mit L1/L2-VLPs. Interessanterweise ging die Hsc70-Assoziation mit L1/L2-
VLPs verloren, wenn C-terminal verklrztes L2 (L2-1/456 oder L2-1/420) in den VLPs
eingebaut wurde. Dagegen blieb sie aber erhalten, wenn N-terminal verkurztes L2 (L2-
150/467) verwendet wurde. Diese Ergebnisse weisen auf eine Interaktion zwischen
Hsc70 und dem C-Terminus von L2 in VLPs hin.
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Abb. 31: Hsc70-Nachweis in VLPs und Pseudovirionen
wtL1 wurde allein oder zusammen mit wtL2 oder L2-Mutanten exprimiert. Aus den Zellen
wurden nach 48 Stunden Kernextrakte hergestellt. Nach Aufreinigung durch CsCI-Dichte-
Zentrifugation wurden die Proteine in Saccharose-Gradienten aufgetrennt und in L2-, Hsc70-
und Hsp40-spezifischen WBs analysiert.

Pseudovirionen
Hsc70 L2 L1

Uberraschend war zudem die Beobachtung, dass die Hsc70/L2-Assoziation in
Pseudovirionen nicht mehr nachweisbar war (Abb. 31). Der Einbau von DNA ging somit

mit dem Verlust von Hsc70 einher.

3.5 Die Mikrotubuli-Assoziation von L2 nach MG132-
Behandlung
3.5.1 Kolokalisation von L2 und a-Tubulin unter MG132-Einfluss

Die cytoplasmatische Retention von L2 in Abwesenheit von Hsc70 lasst sich zum einen
durch eine unspezifische Aggregation von L2, zum anderen durch eine spezifische
Interaktion von L2 mit cytoplasmatischen Komponenten erklaren. Da sich wtL2 und L2-
1/456, das keine cytoplasmatische Retention in Anwesenheit von MG132 zeigt, nur um
elf Aminosauren unterscheiden, scheint die erste Moglichkeit eher unwahrscheinlich.
Auf eine spezifische Interaktion von L2 mit Mikrotubuli deuteten erste

immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen hin. Es konnte eine Kolokalisation
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von wtL2 mit o-Tubulin in MG132-behandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 32). In

HuTK -Zellen, die L2 exprimierten und nicht mit dem Inhibitor behandelt wurden, konnte

keine Assoziation des viralen Proteins mit dem Mikrotubuli-Netzwerk detektiert werden.

L2 o-Tubulin
+MG

Abb. 32: L2/Mikrotubuli-Assoziation unter MG132-Einfluss
L2-exprimierende HuTK -Zellen wurden unbehandelt oder nach MG132-Behandlung fixiert
und mit dem pAK K28 und einem mAK gegen o-Tubulin inkubiert.

3.5.2 Nocodazol hebt den MG132-Effekt auf

Diese Beobachtungen konnten durch den Einsatz von Nocodazol bestatigt werden.
Nocodazol ist eine Substanz, die Mikrotubuli zerstort, indem sie die Tubulin-Strange
depolarisiert und zur Auflésung des Filament-Netzwerkes fuhrt. Wurden HUTK™-Zellen,
die L2 exprimierten, vor der MG132-Behandlung zusatzlich mit Nocodazol inkubiert, so
konnte in immunfluoreszenz-mikroskopischen Analysen festgestellt werden, dass die
Retention aufgehoben werden konnte und L2 komplett in die ND10 transportiert wurde
(Abb. 33). Kontrollen zeigten, dass Nocodazol keinen Einfluss auf die Kernlokalisation
und ND10-Akkumulation von L2 in Abwesenheit von MG132 hatte. Diese Daten
demonstrieren, dass ein intaktes Mikrotubuli-Netzwerk notwendig ist, um L2 nach
MG132-Behandlung im Cytoplasma zurlickzuhalten, dass L2 aber unabhangig von

Mikrotubuli in den Kern transportiert wird.
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Abb. 33: Nocodazol-Einfluss auf den MG132-Effekt

L2-exprimierende HUTK™-Zellen wurden nach den angegebenen Zeiten mit den Inhibitoren
MG132, Nocodazol oder einer Kombination der beiden Substanzen inkubiert (z.B.: MG3y,p=

MG132-Zugabe drei Stunden nach Infektion) und nach neun Stunden fixiert. Die Behandlung
der Zellen erfolgte mit Antikérpern gegen L2 und PML.
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit sollten weitere Einblicke in die Morphogenese von Papillomviren,
speziell von HPV33, erlangt werden. Ziel war, v. a. die Domanen innerhalb des L2-
Proteins zu charakterisieren, die fur die ND10-Lokalisation des Proteins, fur die
Rekrutierung weiterer viraler Komponenten und fur die Reorganisation der ND10
verantwortlich sind. Auf zellularer Ebene wurden Faktoren untersucht, die an der Virus-

Morphogenese beteiligt sind.

4.1 Die Lokalisation von L2 im Kern
4.1.1 Die ND10-Lokalisationsdomane (NDLD)

Neben dem kartierten Kernlokalisationssignal (Aminosaure-Region 295 bis 316) und
einem vermutlich entbehrlichen NLS am C-Terminus (Aminosauren 350 bis 356) von L2
[Sun et al. 1995; Florin 2002] muss eine Region in L2 flr die Lokalisation in ND10

verantwortlich sein.

Mit Hilfe von Deletionsmutanten und L2/GFP-Fusionsproteinen gelang die
Identifizierung einer 22 Aminosauren langen Region in L2, welche die ND10-
Lokalisation bewirkt. Die Region weist haufig bei Protein/Protein-Interaktionen
auftretende PxxP-Motive auf und beinhaltet die hochkonservierte Sequenz SGPDI.
Detaillierte Punktmutationen in diesem Bereich zeigten jedoch, dass weder die Proline
innerhalb der NDLD noch das SGPDI-Motiv essenziell fur die Lokalisation von L2 in
ND10 sind.

Trotz gelungener Eingrenzung der NDLD auf einen kurzen Sequenzabschnitt in L2
konnten die fir die ND10-Lokalisation verantwortlichen Aminosauren nicht identifiziert
werden. Dies kann bedeuten, dass diese Aminosauren noch zur genauen
Charakterisierung ausstehen. Eine andere Moéglichkeit aber ist, dass die gesamte NDLD

zur subzellularen Lokalisation von L2 beitragt.

Der Einsatz der L2/GFP-Fusionsproteine zeigte zudem, dass Sequenzen C- oder N-
terminal der NDLD fur die ND10-Lokalisation gebraucht werden. Sie kdnnen zur
Stabilisierung einer bestimmten Struktur dieser L2-Region beitragen. Dies kann darauf
hindeuten, dass nicht Ilineare Sequenzabschnitte, sondern ein bestimmtes
konformationelles Element in L2 die Protein/Protein-Wechselwirkung vermittelt.
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Allerdings ist es dann Uberraschend, dass die Mutation von Prolin, eine die
Konformation stark beeinflussende Aminosaure, keinen Einfluss auf die ND10-

Lokalisation hat.

Frihere Arbeiten mit HCMV E1, einem frih wahrend des Infektionszyklus
synthetisierten Protein, ergaben, dass die ND10-Lokalisation dieses Proteins nicht
durch einen bestimmten Sequenzabschnitt vermittelt wird. In HCMV E1 sind mehrere
funktionelle Domanen involviert [Ahn et al. 1998; Wilkinson et al. 1998]. Fur die ND10-
Lokalisation verschiedener Proteine scheinen viele Mechanismen in Frage zu kommen
und es ist keine NDLD-Konsensus-Sequenz bekannt. Nur bei einer geringen Anzahl
bisher untersuchter zellularer und viraler Proteine konnte die Art der ND10-Assoziation
aufgeklart werden [Ishov et al. 1999; Li et al. 2000a; Hofmann et al. 2002; Ishov et al.
2002].

PML selbst ist entscheidend fur den Aufbau der ND10. Die Stabilitat dieser
Kernstrukturen scheint von dem Status der SUMO-1-Modifikation von PML abhangig zu
sein [Muller et al. 1998], obwohl der Einsatz von PML-Mutanten, denen alle SUMO-1-
Modifikationsstellen fehlten, kontroverse Ergebnisse lieferte [Ishov et al. 1999;
Lallemand-Breitenbach et al. 2001]. Sp100 ist neben PML eine weitere Hauptstruktur-
komponente der ND10 [Sternsdorf et al. 1997a] und interagiert nicht direkt mit PML
[Koken et al. 1994]. Es konnte gezeigt werden, dass die SUMO-1-Modifikation von
Sp100 keine Voraussetzung flr die ND10-Lokalisation dieses Proteins darstellt
[Sternsdorf et al. 1999]. Die NDLD von Sp100 konnte auf eine ca. 100 Aminosauren
lange Region am N-Terminus des Proteins eingeengt werden. Sie beinhaltet das
Protein-Motiv HSR (homogeneously staining region), das in mehreren Proteinen zu
finden ist [Grotzinger et al. 1996]. Eine Homologie zu der L2-NDLD besteht jedoch nicht
und auch der Mechanismus der ND10-Rekrutierung von Sp100 ist weiterhin ungeklart
[Sternsdorf et al. 1999].

Daxx ist ein Protein, das sowohl im Heterochromatin als auch in ND10 zu finden ist. Der
SUMO-1-Modifikationsstatus von Daxx hat keinen Einfluss auf die Lokalisation des
Proteins in ND10 [Jang et al. 2002]. Dagegen scheint fur die Daxx-Assoziation mit
ND10 die SUMO-Modifikation von PML entscheidend zu sein [Ishov et al. 1999]. Es
wird spekuliert, dass Daxx u. a. eine Rolle als Adapterprotein erfullt und andere
Komponenten, die nicht direkt mit PML interagieren konnen, in ND10 rekrutiert [Ishov et

al. 1999]. Dieses Szenario einer indirekten Assoziation wird fur viele zellulare und virale
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Proteine angenommen. Auch im Fall des viralen Tegumentproteins pp71 von HCMV
fungiert Daxx als Adaptermolekil zu PML [Hofmann et al. 2002; Ishov et al. 2002]. Daxx
kann Uber seinen C-Terminus mit PML und Uber eine weiter N-terminal gelegene
Aminosdure-Region mit pp71 interagieren. Ahnliches mag auch fiir L2 zutreffen. Nur
wtDaxx wird durch L2 in ND10 rekrutiert, d. h. beide Interaktionsdomanen von Daxx (N-
und C-Terminus), von denen gezeigt wurde, dass sie unabhangig voneinander
Protein/Protein-Wechselwirkungen eingehen kénnen, sind notwendig. Allerdings scheint
Daxx in diesem Fall nicht das einzige Adaptermolekul zu sein, da L2 auch in Daxx-
negativen Zellen in ND10 akkumuliert. Eine direkte Interaktion zwischen L2 und PML
besteht vermutlich nicht. In vorherigen Analysen konnte keine Koimmunprazipitation
von L2 und PML nachgewiesen werden (L. Florin, unverdffentlichte Daten). Um
dagegen eine direkte Interaktion von Daxx und L2 zu bestatigen und um die genauen
Interaktionsdomanen einzugrenzen, mussten in vitro Versuche mit Retikulozyten-
Extrakten zur Herstellung dieser beiden Proteine mit nachfolgender Immunprazipitation

durchgefuhrt werden.

Die NDLD von L2 beinhaltet somit wahrscheinlich Uberlappende Motive flr die
Akkumulation des Proteins in ND10. Darauf weist auch die Erkenntnis hin, dass eine
Mutation der hochkonservierten SGPDI-Sequenz keinen Einfluss auf die ND10-
Lokalisation von L2 hat. Mdglich ist auch die Beteiligung mehrerer Adapter, die
miteinander interagieren und von denen mindestens ein Interaktionspartner direkte
PML-Assoziation zeigt. Genaue Analysen moglicher L2-Interaktionspartner und evtl.
auch von L2-Modifikationen konnten Aufschluss tUber den Mechanismus der ND10-

Lokalisation von L2 geben.

4.1.2 L2 bildet unabhangig von PML Kernaggregate

Die strukturbildende Komponente der ND10 ist das PML-Protein. Bei Verlust der ND10
durch gezielte Zerstorung des PML-Proteins [Wang et al. 1998; Ishov et al. 1999]
kommt es zu einer Umverteilung der ND10-lokalisierten Proteine [Ishov et al. 1999;
Zhong et al. 2000a]. Untersuchungen in PML-negativen Zellen ergaben, dass L2 auch
in Abwesenheit von ND10 in der Lage ist, selbst organisierte Proteinaggregate im
Zellkern zu bilden. Diese L2-Ansammlungen sind insofern funktionell, als sie ebenso
wie PML-assoziiertes L2 in der Lage sind, Daxx und das Kapsidprotein L1 zu

rekrutieren.
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Frihe Genprodukte einer Vielzahl von DNA-Viren, wie Cytomegaloviren (HCMV),
Epstein-Barr Viren (EBV), Herpes Simplex Viren (HSV) und Adenoviren, lokalisieren in
ND10 [Ishov and Maul 1996; Sternsdorf et al. 1997a; Adamson and Kenney 2001]. Sie
induzieren die Zerstdérung oder vollstandige Reorganisation der ND10 durch den Verlust
der SUMO-1-Modifikation von PML oder den proteolytischen Abbau von PML und/oder
Sp100 [Everett and Maul 1994; Korioth et al. 1996; Ahn et al. 1998; Everett et al. 1998;
Muller and Dejean 1999; Parkinson and Everett 2000]. Nach der Zerstdérung der ND10
konnte bei Herpes Simplex Viren erstaunlicherweise die Rekrutierung von PML zu den

viralen Replikationskompartimenten gezeigt werden [Burkham et al. 2001].

Nach Infektion einer Zelle muss ein Virus in der Lage sein, gegebene Voraussetzungen
in der Zelle zu nutzen oder aber zellulare Faktoren fur die anfangliche Replikation und
Transkription zu rekrutieren. ND10 scheinen ein geeignetes Milieu flr die virale
Transkription darzustellen [Ishov et al. 1997], und man geht davon aus, dass die
Zerstorung der ND10 mit der Freisetzung bestimmter zellularer Proteine einhergeht, die

far einen produktiven Lebenszyklus ,gro3er DNA-Viren® notwendig sind.

Im Gegensatz zu den ,grolien DNA-Viren® scheinen ,kleine DNA-Tumorviren“ ND10 zu
nutzen, ohne sie zu zerstoren. So wurde bei SV40 beobachtet, dass die Replikation in
oder nahe bei ND10 stattfindet [Ishov and Maul 1996; Tang et al. 2000]. Auch die
Replikation von Papillomviren ist mit ND10 assoziiert. Die HPV-Proteine E1 und E2 sind
in die virale Replikation involviert und tragen zur ND10-Lokalisation des HPV-Genoms
bei [Swindle et al. 1999].

Entgegen bisheriger Berichte konnte nun auch bei einem Papillomvirus-Typ, i. e. HPV1,
die Zerstorung der ND10 nachgewiesen werden [Roberts et al. 2003]. Das relativ spat
wahrend der Infektionsphase exprimierte E4-Protein induziert die Relokalisation von
PML aus ND10 an die Peripherie von E4-Einschlusskorperchen im Kern. HPV1 ist aber
im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit untersuchten HPV33 kein krebsverursachendes
Virus; die Infektion flhrt zu gutartigen Warzen an Handen und Fulien. E4 ist zudem das
am wenigsten konservierte HPV-Protein. Es ist also mdglich, dass E4 von HPV1 und
HPV33 unterschiedliche Funktionen erfullen. Betrachtet man HPV33-infiziertes
Gebarmutterhals-Gewebe, so kann man auch in den spaten Differenzierungsstadien
von infizierten Keratinozyten die Kolokalisation von L2 und PML beobachten [Florin
2002; Florin et al. 2002b]. Ebenso konnte in einem Zellkultursystem, in dem autonome

Replikation des viralen Genoms und die Expression aller viraler Proteine mdglich ist,
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gezeigt werden, dass BPV1 L2 in ND10 lokalisiert und somit ND10 trotz Expression der
Nicht-Strukturproteine vorliegen [Day et al. 1998]. Die bei HPV1 nachgewiesene PML-
Rekrutierung an die ,blasenartigen E4-Einschlusskorper musste optisch deutlich von
der PML-Lokalisation in ND10 zu unterscheiden sein. Demnach kann davon
ausgegangen werden, dass bei Expression der HPV33-Kapsidproteine intakte ND10

vorliegen.

4.1.3 Die Reorganisation von ND10

Das Kapsidprotein L2 lokalisiert nicht nur in ND10, sondern induziert auch die
Reorganisation der Kernstrukturen. Einem Arbeitsmodell zufolge soll L2 durch diese
Reorganisation die Voraussetzungen fur den effektiven Abschluss der Virus-
Morphogenese schaffen [Florin 2002; Florin et al. 2002b]. L2 rekrutiert nach diesem
Modell den Transkriptionsrepressor Daxx in ND10 und induziert den Ausschluss des
transkriptionellen Aktivators Sp100 aus ND10, um die virale Replikation und
Transkription zu beenden. Daraufhin wird das Kapsidprotein L1 in ND10 rekrutiert und
der Zusammenbau der Kapside geht mit der Verpackung des zu einem Minichromosom

kondensierten viralen Genoms einher.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass alle L2-Mutanten, die in
ND10 lokalisieren, auch die Reorganisation dieser Domanen induzieren kénnen. Der
wahrend der heterologen Expression zu beobachtende L2-induzierte Sp100-Ausschluss
aus ND10 ist auch in infiziertem Gewebe nachgewiesen worden [Florin et al. 2002b].

Dies bekraftigt die Ergebnisse der Zellkulturversuche.

Der Ausschluss von Sp100 aus ND10 durch dort lokalisierende L2-Mutanten legt nahe,
dass die Beeinflussung dieses zellularen Proteins unmittelbar in den ND10 geschieht
und nicht durch raumlich hiervon getrennte Prozesse vermittelt wird. Sp100 wird neben
PML als eine weitere Hauptstrukturkomponente der ND10 angenommen [Koken et al.
1994; Sternsdorf et al. 1997a]. Entgegen friherer Experimente nimmt man inzwischen
an, dass die NDLD und die Oligomerisierungsdomane von Sp100 nicht identisch sind,
sondern nebeneinander im Protein liegen [Sternsdorf et al. 1999; Negorev et al. 2001].
Somit kdnnten ND10-lokalisierte Sp100-Proteine weitere Sp100-Proteine binden und in
Assoziation zu PML ein eigenstandiges Netzwerk aufbauen. Diese Vorstellung wird
auch von folgenden Ergebnissen unterstitzt: PML- und Sp100-Proteine, die sich bei

Blockade des proteolytischen Abbaus anhaufen, scheinen individuell in ND10
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,<abgesondert® zu werden. Beide Proteine nehmen innerhalb von ND10 ihren eigenen
Platz ein [Everett et al. 1999]. Man findet Sp100-Aggregate auch aul3erhalb von ND10:
Sie enthalten kein PML, sind hochdynamisch und kénnen mit ND10 ,verschmelzen®
[Wiesmeijer et al. 2002].

Es stellt sich die Frage, ob L2 Sp100 in ND10 strukturell verdrangt bzw. direkt ersetzt.
So konnte L2 genau wie Sp100 eine eigene Proteinstruktur aufbauen, die zwar mit
ND10 assoziiert, jedoch nicht damit identisch ist. Ebenso wie fir Sp100 und PML
konnte auch fur L2 und PML durch Koimmunprazipitationsanalysen keine Interaktion
zwischen den beiden Proteinen nachgewiesen werden (L. Florin, unveroffentlichte
Daten). L2 wirde demnach eine in der Zelle vorhandene Struktur nutzen, um von dort

aus ein geeignetes Milieu fur die Virus-Morphogenese zu errichten.

Ebenso konnten an dem Prozess des Sp100-Ausschlusses aber zusatzliche
unbekannte Faktoren beteiligt sein, die durch L2 ebenfalls in ND10 rekrutiert werden
oder dort lokalisieren. Wie fur HPV16 bekannt, kolokalisiert L2 in ND10 noch mit
anderen zellularen Proteinen und ist zudem in der Lage, die ND10-Lokalisation von

mindestens zwei weiteren zellularen Proteinen zu induzieren [Gornemann et al. 2002].

Zusatzlich zu der strukturellen Eigenschaft von Sp100 muss die transkriptions-
aktivierende Wirkung des Proteins berlcksichtigt werden. Sp100 kann direkt mit
Mitgliedern der Heterochromatin-Familie und anderen Nicht-Histon-Proteinen
interagieren [Lehming et al. 1998; Seeler ef al. 1998] und besitzt transkriptions-
modulierende Eigenschaften [Seeler et al. 2001]. Zudem interagiert Sp100 physikalisch
und funktionell mit ETS-1, einem Mitglied der ETS-Familie von Transkriptionsfaktoren.
Es konnte gezeigt werden, dass Sp100 als neuartiger Koaktivator fungiert und zu
diesem Zweck aus den ND10 an die Orte der Transkription rekrutiert wird [Wasylyk et
al. 2002]. Zu dem Zeitpunkt, an dem die Kapsidproteine exprimiert werden und der
Sp100-Ausschluss aus ND10 stattfindet, beginnt der letzte Teil im Infektionszyklus von
HPV. Die Transkription der viralen DNA muss beendet und die fertigen Virionen mussen
zusammengebaut werden. Die L2-induzierte Verdrangung von Sp100 aus ND10 kénnte
den transkriptionsfordernden Charakter dieses Milieus zerstéren und die Verpackung
des viralen Genoms ermoglichen. Dies deutet auf eine wichtige Rolle von Sp100 in der

HPV-Morphogenese hin.
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Im Gegensatz zu dem Sp100-Protein kann bei dem transkriptionellen Modulator Daxx
eine L2-induzierte Rekrutierung in ND10 beobachtet werden. Die fur diese Veranderung
verantwortliche L2-Region liegt innerhalb der ermittelten NDLD. Aufierdem konnte ein
gemeinsames Anwachsen der L2-Aggregate und Daxx Uber ND10 hinaus festgestellt
werden. Daxx und L2 interagieren zwar unabhangig von PML miteinander, Daxx ist
jedoch, wie schon erwahnt, nicht das einzige Adaptermolekul zwischen L2 und PML.
Die Untersuchungen mit Daxx-negativen Zellen, die mit wtDaxx oder Teilkonstrukten
von Daxx transfiziert worden waren, ergaben, dass L2 nur mit wtDaxx, nicht aber mit
dem C-Terminus oder den Aminosauren 1 bis 620 von Daxx interagiert. Dies spricht
dafur, dass die L2/Daxx-Interaktion nur dann funktioniert, wenn beide L2-
Interaktionsdomanen in Daxx vorhanden sind und diese Wechselwirkung nicht durch

ein (bisher unbekanntes) drittes Protein ersetzt wird.

Es werden immer weitere Proteine identifiziert, die mit Daxx interagieren kdnnen,
seinen Phosphorylierungsstatus und seine Lokalisation andern und/oder somit Einfluss
auf die Transkription nehmen koénnen. In verschiedenen B-Zelllinien wirkt sich Daxx
entweder positiv oder negativ auf die Pax5-vermittelte Transkription aus [Emelyanov et
al. 2002]. Die direkte Protein/Protein-Wechselwirkung von Daxx mit ETS-1 und Pax3
inhibiert die Wirkung der Transkriptionsfaktoren [Hollenbach et al. 1999; Li et al. 2000b].
Daxx interagiert mit seinem C-Terminus u. a. direkt mit Histon-Deacetylasen. Dies
bewirkt die Kondensation von Chromatin [Li and Chen 2000]. Durch die alternative
Interaktion mit PML wird Daxx in ND10 rekrutiert und kann unter normalen Umstanden

seine Funktion als Transkriptionsrepressor nicht mehr ausuben [Li et al. 2000a].

Im Fall einer HPV-Infektion kann die Rekrutierung von Daxx in ND10 vermutlich lokal
die Beendung der viralen Replikation und Transkription vermitteln. Das Ergebnis ware
das Loslosen des viralen Genoms von nuklearen Strukturen und die Verpackung zu
einem Minichromosom. Die Voraussetzungen fiur die Virionen-Zusammenlagerung

waren damit gegeben.

Diese Situation der L2-abhangigen ND10-Reorganisation trifft vermutlich nicht fur alle
Papillomvirus-Typen zu. Die bei HPV1 beobachtete E4-induzierte Zerstérung der ND10
verursacht schon vor der Expression der Kapsidproteine die Verteilung der ND10-
Komponenten im Nukleoplasma bzw. die Lokalisation dieser Proteine an alternativen
Stellen im Zellkern. Inwieweit Sp100 in diesem Fall an der viralen Replikation und

Transkription beteiligt ist, bleibt zu klaren. Denkbar ware jedoch eine ND10-
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unabhangige Assoziation von PML und Sp100 an Orten der viralen Replikation und
Transkription ebenso wie der Ausschluss von Sp100 aus diesen viralen ,Fabriken bei
Beginn der L2-Expression. Da die Interaktion zwischen L2 und Daxx nicht ND10-
abhangig ist, kann die L2-induzierte Daxx-Rekrutierung auch dann stattfinden, wenn die
ND10 durch die E4-Expression zerstort wurden. Ob es Parallelen wahrend der
produktiven Infektionsphase von Papillomviren gibt oder ob grundlegende Unterschiede
zwischen den Papillomvirus-Typen bestehen, stellt eine interessante Frage fur weitere

Forschungsarbeiten dar.

4.2 Die Interaktion der Kapsidproteine L1 und L2

Die Kapsidproteine von HPV werden in den letzten Differenzierungsstadien infizierter
Keratinozyten synthetisiert. Die Interaktion zwischen L1, L2 und dem viralen Genom
resultiert in der Produktion reifer Virionen [Howley and Lowy 2001]. Die im Cytoplasma
synthetisierten Kapsidproteine von Papillomviren werden im Gegensatz zu den
Kapsidproteinen von Polyomaviren [Delos et al. 1993; Forstova et al. 1993; Barouch
and Harrison 1994; Ishii et al. 1994] unabhangig voneinander in den Zellkern
transportiert. Die Interaktion zwischen L2 und L1-Kapsomeren findet normalerweise

nicht schon im Cytoplasma der infizierten Zellen statt [Florin 2002; Florin et al. 2002a].

Es steht auller Frage, dass eine direkte Interaktion zwischen L1 und L2 stattfindet. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten die zellularen Voraussetzungen ebenso wie beteiligte und
notwendige Regionen des L2-Proteins fur die Interaktion der Kapsidproteine untersucht
werden. Die Interaktion von L2 und L1 wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden
analysiert: durch die L2-spezifische L1-Rekrutierung in ND10 und durch den Einbau von
L2 in VLPs.

4.2.1 L1 und L2 interagieren unabhangig von PML miteinander

Bisher konnte keine ND10-Zerstorung nach HPV33-Infektion beobachtet werden. L2
rekrutiert das Kapsidprotein L1 in ND10 und nur durch den Einbau von L2 in Kapside
lassen sich die L2-Proteine von der zellularen Matrix extrahieren. Man geht davon aus,
dass der Zusammenbau der Kapside und der Einbau des viralen Genoms in den ND10

stattfinden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass L2-Proteine, die in PML-

negativen Zellen selbst organisierte Kernstrukturen bilden, L1-Proteine rekrutieren.
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Auch der Einbau von L2 in VLPs fand unabhangig von dem PML-Protein statt. Dass
Papillomviren in ND10 replizieren [Swindle et al. 1999] und andere Viruskomponenten
L2-induziert ebenfalls dort akkumulieren [Day et al. 1998; Florin et al. 2002a], lasst
darauf schlielen, dass Papillomviren diese Kernkompartimente nutzen, um eine
erhohte lokale Konzentration der Virusprodukte zu erzielen. Falls dies eine notwendige
Voraussetzung fur die effiziente Virus-Morphogenese darstellt, so ist sie auch im Fall
der PML-negativen Zellen vorhanden. L2 baut eine funktionelle Struktur im Kern dieser
Zellen auf, welche die Interaktion mit viralen und zelluldren Bestandteilen weiterhin

ermoglicht.

Der L2-Einbau in VLPs, der in PML"-Zellen ebenso effizient wie in PML-haltigen Zellen
stattfand, zeigt, dass die beiden Kapsidproteine nicht notwendigerweise an eine
zellulare Struktur gebunden vorliegen mussen. Diese Ergebnisse durfen jedoch nicht
uberbewertet werden. Da die Herstellung von Pseudovirionen in PML-negativen Zellen
ebenso wie in PEF-Zellen mit dem im Labor um M. Sapp etablierten System fehlschlug,
kann keine Aussage Uber den Einbau von DNA in die Kapside gemacht werden. Es ist
mdglich, dass die Assoziation der viralen Komponenten mit ND10 eine Voraussetzung
fur den Einbau der viralen DNA in die Kapside darstellt. Nicht veroffentliche Daten aus
dem Labor um J. Schiller (USA) unterstitzen die Annahme einer wichtigen Funktion von
PML far den Lebenszyklus von Papillomviren. PML-defiziente Zellen, die im Gegensatz
zu den in dieser Arbeit verwendeten nicht mit SV40 T-Antigen transformiert waren,
wurden mit BPV1-Pseudovirionen infiziert. Diese Pseudovirionen enthielten HA-Epitop
markiertes L2-Protein und ein GFP-Plasmid. L2 und die Marker-DNA konnten im Kern
der infizierten Zellen nachgewiesen werden, eine Expression des GFP-Plasmids
dagegen nicht. Wurden diese Zellen allerdings mit wtPML retransfiziert, so konnte die
Expression des Marker-Plasmids beobachtet werden (P. Day, unveroffentlichte Daten).
Somit scheinen virale Replikation und Transkription zumindest einzelner Papillomviren

von der ND10-Assoziation der viralen Proteine und des viralen Genoms abzuhangen.

4.2.2 Der L2-Einbau in VLPs erfordert die Kernlokalisation von
L1 und L2

Der L2-Einbau in VLPs bedarf weder der ND10-Lokalisation der Kapsidproteine noch
des Vorliegens selbst organisierter L2-Aggregate im Kern. Dagegen konnten die
Ergebnisse dieser Arbeit die klare Notwendigkeit einer Kernlokalisation aufzeigen. Dies

wird am offensichtlichsten bei Verwendung von L2-1/300 und L1ANLS, deren
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Kolokalisation im Cytoplasma zur Ausbildung von VLPs, nicht aber L2-haltiger VLPs
fuhrt. Diese L2-Mutante wird effizient eingebaut, wenn der VLP-Zusammenbau im Kern
erfolgt. Es war vorab bekannt, dass sich L1-Proteine spontan und unabhangig von der
subzellularen Lokalisation zu Kapsomeren und Kapsiden zusammenlagern [Paintsil et
al. 1996]. VLPs bilden sich auch in Bakterien und zellfreien Systemen [Kawana 1998;
Touze and Coursaget 1998; White et al. 1998]. Die Notwendigkeit einer spezifischen
subzellularen Lokalisation flr die Bildung L2-haltiger Partikel ist daher umso

erstaunlicher.

Die Kapsidproteine von Polyomaviren werden im Cytoplasma synthetisiert und
Kapsomere aus VP1 in Assoziation mit den anderen Kapsidproteinen in den Kern
transportiert. Im Gegensatz zu dem L1-Protein von Papillomviren lokalisiert VP1 des
Vogel-Polyomavirus’ APV im Cytoplasma und kann bei alleiniger Expression keine
VLPs bilden. Erst die Interaktion mit anderen Kapsidproteinen ermdglicht den
Kernimport von APV VP1. Die Lokalisation der Proteine im Kern stellt die

Voraussetzung fur die Kapsidbildung dar [Johne and Muller 2004].

Warum nur die ungekurzten HPV-Kapsidproteine im Cytoplasma miteinander
interagieren [Florin 2002], bleibt zum derzeitigen Forschungsstand Spekulationen und
weiteren Untersuchungen Uberlassen. Die Voraussetzungen fiur eine L1/L2-Interaktion
sind demnach in Cytoplasma und Kern unterschiedlich. Verschiedene
Interaktionspartner kdnnten zum einen Interaktionsdomanen maskieren, zum anderen
aber auch die Quartarstruktur eines oder beider Proteine beeinflussen. Ein moglicher
Kandidat ist das Chaperon Hsc70, das mit beiden Kapsidproteinen assoziiert ist.

4.2.3 L2 besitzt mindestens zwei L1-Interaktionsdomanen

Neben der Erkenntnis, dass die Lokalisation der Kapsidproteine im Kern notwendige
Voraussetzung fur die Produktion L1- und L2-haltiger Kapside ist, konnte aus den
Experimenten mit den mutierten Kapsidproteinen eine weitere wesentliche Information
gezogen werden. HPV33 L2 verfigt mindestens Uber zwei unabhangig voneinander
interagierende L1-Bindungsdomanen, deren Existenz schon seit langem angenommen
wurde und die fir BPV1 L2 bestatigt werden konnten [Sapp et al. 1995; Okun et al.
2001]. Diese Domanen liegen innerhalb der Aminosauren 1 und 300 bzw. 360 und 467
in HPV33 L2. Sie wurden mit unterschiedlichen Methoden, namlich zum einen mit Hilfe
der L2-spezifischen L1-Rekrutierung in ND10 (L2-360/467) und zum anderen mit Hilfe
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des L2-Einbaus in VLPs (L2-1/300), identifiziert. Da diese L1-Interaktionsdoméanen in L2
beide einen relativ langen Aminosaure-Bereich umfassen, ist es mdoglich, dass sich
mehr als zwei Interaktionsregionen darin befinden. Somit kann es sein, dass in der
Mutante L2-150/467-F427/428E [Finnen et al. 2003] zwar zwei L1-Interaktionsdomanen
zerstort sind, weitere dagegen noch erhalten sind. Fur BPV1 L2 konnten die zwei L1-
Interaktionsdomanen auf die Aminosaure-Regionen 129 bis 246 und 384 bis 460
festgelegt werden [Okun et al. 2001]. Mutanten mit internen Deletionen innerhalb der
ersten 300 Aminosauren kdonnten weitere Interaktionsdoménen in L2 aufdecken. Der
Einsatz dieser L2-Mutanten in unterschiedlichen Interaktionsanalysen konnte zudem
Einsicht in die Komplexitat der L1/L2-Interaktion geben und zeigen, ob beide
untersuchten Wechselwirkungen zwischen L1 und L2 (L1-Rekrutierung in ND10 und L2-

Einbau in VLPs) gleichzeitig verloren gehen wuirden.

Bestatigt es sich, dass auch in HPV33 L2 die C-terminale L1-Interaktion durch die
hydrophoben Aminosauren 427 und 428 vermittelt wird, hatte man zusatzlich die L1-
Interaktionsdomane von der NDLD (AS 399 bis 420) im L2-Protein getrennt. Auerdem
lassen die Ergebnisse in BPV1 L2 vermuten, dass sich eine L1-Interaktionsdoméane am
N-Terminus von HPV33 L2 an die Aminosaure-Region (AS 1-150) anschlief3t, die das
L1/L2-Verhaltnis in VLPs festsetzt.

Welche Teile des L2-Proteins zuerst und wie diese mit L1 bzw. den fertigen
Kapsomeren interagieren, bleibt in weiteren Untersuchungen zu klaren. Hierzu ware
eine weitere Eingrenzung der L1-Interaktionsdomanen in L2 vorzunehmen und die
Bedeutung der Domanen wahrend des Kapsid-Zusammenbaus und der Verpackung
der viralen DNA zu klaren. Cryoelektronenmikroskopische Aufnahmen von Virionen und
die Aufklarung der L2-Lokalisation im Kapsid kdnnten Ansatzpunkte daruber liefern, wie
die ersten 150 Aminosauren in L2 das L1/L2-Verhaltnis im Kapsid auf 30:1 beschranken
[Baker et al. 1991; Trus et al. 1997].

4.3 Hsc70 wird fiir den Kerntransport von L2 benotigt
4.3.1 L2 interagiert mit Hsc70

Schon die Erkenntnis, dass L2 nur im Kern in VLPs eingebaut wird, liel® vermuten, dass
die beiden Kapsidproteine im Cytoplasma an Proteine gebunden sind, die eine
Interaktion von L2 mit L1 verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit konnte das konstitutiv

exprimierte Chaperon Hsc70 als Interaktionspartner von L2 identifiziert werden. Hsc70
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wird zusammen mit L2 in ND10 transportiert. Aber auch L1 und alle getesteten L2-
Mutanten bewirkten die Umverteilung von Hsc70 aus dem Cytoplasma in den Kern.
Hsc70 bindet an Proteine oder an noch wachsende Peptidketten, um eine korrekte
Faltung der Proteine zu ermoglichen oder aber um frihzeitige Interaktionen mit anderen

Proteinen zu verhindern.

Die Reaktionen von Chaperonen in der Zelle umfassen ein breites Aufgabengebiet und
werden durch eine Vielzahl an Kochaperonen unterstitzt und reguliert. Hip und Bag-1
sind zwei solcher Kochaperone, die die Affinitdt von Hsc70 zu seinen Substraten
modulieren. Hip unterstutzt die Hsc70-Interaktion mit seinem Substrat, indem es die
ADP-gebundene Form von Hsc70 stabilisiert [Nollen et al. 2001]. Bag-1 dagegen wirkt
als negativer Regulator und unterstitzt den Austausch von ADP zu ATP. Dies fuhrt zur
Destabilisierung des Hsc70/Proteinpartner-Komplexes [Takayama et al. 1997; Nollen et
al. 2000; Nollen et al. 2001]. Hsp40 ist ein Mitglied der J-Protein-Familie und erhoht die
Aktivitat von Hsc70 Uber eine Stimulierung der ATPase-Aktivitat von Hsc70 [Minami et
al. 1996; Laufen et al. 1999].

Die Relevanz und die Funktionalitat der L2/Hsc70-Assoziation konnten mit Hilfe von
Immunprazipitationen und Kolokalisationsanalysen untermauert werden: Der Komplex
zwischen L2 und Hsc70 umfasst neben Hsp40 ebenfalls die modulierenden
Kochaperone Hip und Bag-1 [Florin et al. 2004]. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass die Interaktion zwischen L2 und Hsc70 nicht die Konsequenz einer

Uberexpression der Kapsidproteine ist.

4.3.2 In Hsc70-Abwesenheit interagiert L2 mit Mikrotubuli

Unter MG132-Einfluss konnte man eine Umverteilung von Hsc70 innerhalb der Zellen
beobachten. Das zuvor primar cytoplasmatisch lokalisierte Chaperon wurde nach
Behandlung mit MG132 in die Nukleoli betroffener Zellen verschoben. Die
Konzentration an cytoplasmatischem Hsc70 nahm drastisch ab. Unter diesen

Bedingungen wurde L2 im Cytoplasma der Zellen zurickgehalten.

Dieser Effekt des Proteasomen-Inhibitors auf die Lokalisation von L2 war nur bei den
L2-Konstrukten zu beobachten, die uber den intakten C-Terminus des Proteins
verfugten. Der Kerntransport von L1 unter diesen Versuchsbedingungen war nicht
beeintrachtigt. Die Retention im Cytoplasma muss demnach durch den C-Terminus von

L2 vermittelt werden. Die Wirkung von MG132 auf die L2-Lokalisation konnte teilweise
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durch die Uberexpression von GFP-fusioniertem Hsc70 aufgehoben werden. Ein
Hsc70/GFP-Konstrukt, das keine ATPase-Aktivitat zeigte, war dazu jedoch nicht in der
Lage [Florin et al. 2004]. Die beobachtete Retention von L2 im Cytoplasma, wenn
MG132 zugegeben wurde, kann somit spezifisch auf den cytoplasmatischen Verlust von
Hsc70 und nicht auf einen der anderen pleiotropen Effekte des Proteasomen-Inhibitors
zuruckgefuhrt werden. Hsc70 spielt demnach eine essenzielle Rolle im Kerntransport

von L2.

In diesem Zusammenhang kann die Aufgabe von Hsc70 u. a. sein, Interaktionen mit
cytoplasmatischen Proteinen zu verhindern, vorhandene Kernlokalisationssignale
freizulegen oder auch eine bestimmte Faltung der betroffenen Proteine fur den
Kerntransport zu unterstitzen. Eine mdgliche Ursache dafir, dass L2 ohne Hsc70 nicht
in den Kern transportiert wird, ergab sich bei Untersuchungen des Mikrotubuli-
Netzwerkes. Nocodazol ist eine Substanz, die Tubulin-Strange depolarisiert und
dadurch die Mikrotubuli zerstort. Wurden L2-exprimierende Zellen vor der MG132-
Zugabe mit diesem Reagenz behandelt, so konnte der Effekt der cytoplasmatischen L2-
Retention verhindert werden. Durch Auflosung der Mikrotubuli fand der Kerntransport
von L2 somit auch in Abwesenheit von cytoplasmatischem Hsc70 statt. Tatsachlich
konnten weitere Arbeiten im Labor bestatigen, dass der C-Terminus von L2 mit Dynein
interagiert (L. Florin, unveroffentlichte Daten). Dynein ist das Motorprotein, das fir den
retrograden Transport von Proteinen entlang Mikrotubuli verantwortlich ist. Dies weist
darauf hin, dass der C-Terminus von L2 in Hsc70-Abwesenheit eine Dynein/Mikrotubuli-
Assoziation aufweist und dass diese Interaktionsdomane in L2 unter normalen
Umstanden von Hsc70 maskiert wird. Zusatzlich konnte eine solche L2/Hsc70-

Interaktion im Cytoplasma die frihzeitige Wechselwirkung von L2 mit L1 verhindern.

Die Notwendigkeit einer Hsc70-Interaktion fur den Kernimport konnte auch fir andere
virale Proteine, wie z. B. das SV40 T-Antigen gezeigt werden. Welche Mechanismen flur
die cytoplasmatische Retention dieser Proteine in Hsc70-Abwesenheit verantwortlich

sind, wurde allerdings noch nicht genau untersucht.

Der C-Terminus von L2 scheint au3erdem Uber eine Aktivitat zu verfligen, die wahrend
der Virusmorphogenese in jedem Fall maskiert werden muss. Der Aminosaure-
Abschnitt 445 bis 467 beinhaltet eine Sequenz, die essenziell fur eine erfolgreiche
Infektion ist, indem sie vermutlich die Endosomolyse der Virionen wahrend der Infektion

ermdglicht. Dieses Peptid depolarisiert Membranen und wirkt dadurch stark cytotoxisch
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(N. Kamper, unveroffentlichte Daten). Wahrend der viralen Produktionsphase, in der
das L2-Protein in groRen Mengen synthetisiert wird, muss diese Aktivitat neutralisiert
werden, da es sonst zum vorzeitigen Absterben der Zellen kommen wirde, die die
Virionen produzieren. Es scheint plausibel, dass Hsc70 auch diesen Bereich abdeckt,

der mit der Mikrotubuli-Interaktionsdomane offenbar tGberlappt.

4.3.3 Hsc70 wird in L1/L2-VLPs, nicht aber in Pseudovirionen

eingebaut

Hsc70 bindet an kurze, hydrophobe Sequenzen, die auf der Oberflache der
Bindungsproteine liegen. Da alle L2-Mutanten zusammen mit Hsc70 im Zellkern
detektiert werden konnten, ist davon auszugehen, dass der C-Terminus von L2 nicht die
einzige Bindungsstelle fur Hsc70 darstellt. Daraus kann geschlossen werden, dass zwar
mehrere Hsc70-Moleklle mit L2 assoziiert sind, jedoch die Hsc70-Bindung am C-
Terminus von L2 essenziell fir den Kerntransport des Proteins ist. Der unterschiedliche
Charakter der verschiedenen L2/Hsc70-Interaktionen konnte durch die Untersuchungen
des Hsc70-Einbaus in VLPs oder Pseudovirionen bestatigt werden. Die Versuche
zeigten, dass VLPs, die nur aus L1 zusammengesetzt waren, kein Hsc70 enthielten,
genau wie VLPs, die C-terminale Deletionsmutanten von L2 beinhalteten. Obwohl
gemeinsamer Kerntransport von Hsc70 und L1 bzw. C-terminalen L2-
Deletionsmutanten zu beobachten war, wurden das L1- und das Uber den N-Terminus
von L2 assoziierte Hsc70 nicht in die Kapside eingebaut. Dagegen konnte in VLPs, die
aus L1 und wtL2 bzw. N-terminalen L2-Deletionsmutanten aufgebaut waren, Hsc70 und
das Kochaperon Hsp40 nachgewiesen werden. Die Hsc70-Assoziation ging verloren,
wenn DNA in die Kapside eingebaut wurde und somit Pseudovirionen vorlagen.

Aus diesen Experimenten geht hervor, dass der C-Terminus des L2-Proteins die
Komponente ist, durch die Hsc70 in VLPs eingebaut wird. Die Interaktion zwischen
Hsc70 und L2 bzw. der C-terminalen L2-Doméane konnte somit nicht nur den
Kerntransport gewahrleisten, sondern auch an dem L2- und DNA-Einbau in Kapside
beteiligt sein. Im Kern kann Hsc70 evtl. eine bestimmte Faltung des L2-Proteins
unterstltzen, die fur die Interaktion von L2 mit Kapsomeren notwendig ist. Fur HPV11
konnte gezeigt werden, dass gereinigte L1- und L2-Proteine, die nicht koexprimiert
werden, nicht in der Lage sind, in vitro Komplexe zu bilden [Finnen et al. 2003]. Dies
spricht fur die Beteiligung von zellularen Faktoren fur einen koordinierten Virus-

Zusammenbau. Ebenso ist denkbar, dass durch die L2/Hsc70-Assoziation eine
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vorzeitige Interaktion von L2 mit DNA verhindert wird. Die Bindung von Hsc70 an die
Kapsidproteine ist auf jeden Fall transienter Natur und Iasst eine wichtige Beteiligung

des Chaperons wahrend der Virusmorphogenese vermuten.

Auch Proteine anderer Viren sind mit Hsc70 assoziiert. Die Kapsidproteine von
Polyomaviren interagieren mit Hsc70 und das Chaperon unterstutzt einen geordneten
Zusammenbau der Kapside in vitro [Cripe et al. 1995; Chromy et al. 2003]. Es wird
vermutet, dass die Hsc70-Assoziation mit VP1, dem L1-Analogon von Polyomaviren, in
vivo den frihzeitigen Zusammenbau von Pentameren verhindert. Von anderen Viren,
wie dem Influenza-A-Virus, dem Vesicular-Stomatitis-Virus [Sagara and Kawai 1992]
und HIV [Gurer et al. 2002], ist bekannt, dass die Chaperone sogar in die fertigen
Virionen eingebaut werden. Welchen Zweck dieser Einbau hat, ist bisher unklar. Die
haufige Notwendigkeit von Chaperonen in einem der vielen Schritte der Morphogenese
von Viren zeigt aber deutlich, dass nicht nur zellulare Mechanismen von dem

Chaperon-System profitieren.

4.4 Ein Arbeitsmodell

Die im Rahmen dieser und vorheriger Arbeiten erzielten Erkenntnisse tragen dazu bei,
die Ablaufe wahrend der HPV-Morphogenese detaillierter zu verstehen. Dies wird
anhand eines Modells im Folgenden nochmals verdeutlicht (Abb. 34). Dabei wurden
postulierte Funktionen von L2 wahrend der Infektion mit einbezogen.

Bei der Expression der Kapsidproteine wahrend spater Infektionsphasen von HPV
kommen NLS und NDLD von L2 zum Tragen (Abb. 34, linke Seite). Die Mikrotubuli-
Interaktionsdomane und die Region in L2, die die Endosomolyse unterstutzt, werden
durch die Hsc70-Assoziation maskiert (®). So wird wahrend dieser Phase verhindert,
dass L2 mit Mikrotubuli interagiert und Membranen destabilisiert. Der Zusammenbau
von funf L1-Molekllen zu Kapsomeren findet im Cytoplasma statt. Kapsomere und L2-
Proteine werden unabhangig voneinander in den Kern transportiert, wobei beide mit
Hsc70 assoziiert sind (@). Durch die Interaktion mit einem bisher unbekannten
Adaptermolekul lokalisiert L2 in ND10. Dort induziert L2 den Ausschluss von Sp100 aus
den Kerndomanen und die verstarkte Akkumulation von Daxx in ND10. Die Kapsomere
werden L2-abhangig ebenfalls in ND10 rekrutiert (®) und nach Beendigung der viralen

Transkription und Replikation kommt es zum Zusammenbau der Virionen. Erst durch
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die Verpackung der DNA in die Viren kommt es zum Ausschluss von Hsc70, das bis zu
diesem Zeitpunkt mit dem C-Terminus von L2 assoziiert ist (®).

Morphogenese Infektion
NLS NDLD ‘ l
i ecro -

Cytoplasma
L1
b
vdA <
@ L2

@ Hsc70

ikrotubuli

A

® | -

® % ﬁ Kern
Sp100 @ o @

@ Daxx ©O/©GCO DNA
Virion o Sp100 @® Hsc70

mmm L2 [ endosomolyt. Aktiv.
@ A L1 [ Mikrotubuli-Interaktion

Abb. 34: Ein Arbeitsmodell: L2 wahrend der Phase des Virionen-Zusammenbaus und
wahrend der Infektion
Die einzelnen Schritte innerhalb des Lebenszyklus’ von HPV33 sind durchnummeriert und im
Text erklart.

Die Tatsache, dass Hsc70 nicht in Papillomviren eingebaut wird, unterstitzt die durch
das Labor um M. Sapp postulierten Funktionen von L2 bei der Infektion (Abb. 34, rechte
Seite). Die freie Zuganglichkeit der endosomolytischen Aktivitat und der Mikrotubuli-
Interaktionsdomane in L2 sind fur eine erfolgreiche und effiziente Infektion notwendig
(@). Nach der Bindung der Papillomviren an einen Rezeptor auf der Zelloberflache,

erfolgt die Aufnahme mittels Endocytose (@®). Es konnte gezeigt werden, dass das
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Verlassen der Endosomen (©®) genau wie der retrograde Transport entlang der
Mikrotubuli (@) essentiell fir die HPV33-Infektion sind [Selinka et al. 2002; Selinka et al.
2003; Selinka and Sapp 2003] und dass diese Funktionen von L2 ausgeubt werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte die NDLD von L2 wie bei keinem bekannten Protein zuvor auf
eine sehr kurze Sequenz von 22 Aminosauren eingeengt werden. Welcher
Mechanismus fur die ND10-Lokalisation von L2 verantwortlich ist, konnte dagegen nicht
geklart werden. Die Reorganisation der ND10, d. h. der Sp100-Ausschluss aus ND10
und die Rekrutierung von Daxx in ND10, kann nur durch dort lokalisierende L2-
Mutanten durchgefiihrt werden. Dies spricht daflr, dass L2 direkt in ND10 die
Veranderungen hervorruft und wahrscheinlich keine zusatzlichen Domanen in L2 daran

beteiligt sind.

Zudem konnte gezeigt werden, dass das Kapsidprotein L2 Uber zwei unabhangige L1-
Interaktionsdomanen verfligt. Diese am N- und C-Terminus gelegenen Regionen
konnten nicht genau lokalisiert werden, und es ist durchaus wahrscheinlich, dass mehr
als zwei L1-Interaktionsdomanen in L2 vorhanden sind. Eine weitere Analyse dieser L2-
Regionen wurde Einblicke in die unterschiedlichen Funktionen und evtl. in die Lage von
L2 im Kapsid geben. Aullerdem wurde bei den Untersuchungen von Kapsiden aus L1
und L2-150/467 klar, dass die ersten 150 Aminosauren das L1/L2-Verhaltnis in
Kapsiden festlegen. Auch dieser Aspekt kann in weiteren Forschungen genutzt werden,
um den Aufbau der HPV-Virionen besser zu verstehen.

Der Einsatz diverser L2-Mutanten und zweier L1-Proteine ergab, dass der Einbau von
L2 nur im Kern infizierter Zellen stattfinden kann. Hierfur ist die Lokalisation der
Kapsidproteine in ND10 nicht notwendig. Weiterfuhrende Versuche mussen jedoch
noch klaren, inwieweit ND10 trotzdem unerlasslich fur eine produktive Morphogenese

sind.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass L1 und L2 mit dem zellularen Chaperon
Hsc70 interagieren und der Kerntransport von L2 von dieser Assoziation abhangig ist.
Hsc70 bindet an mehreren Stellen in L2, aber nur die Interaktion mit dem C-Terminus
scheint essenziell fur einen reibungslosen Kernimport zu sein. Ergebnisse dieser Arbeit
lassen zudem vermuten, dass L2 mit dem Mikrotubuli-Netzwerk interagiert, falls kein
cytoplasmatisches Hsc70 zur Verfugung steht. Das Chaperon kdonnte am C-Terminus
eine  Domane maskieren, die anderenfalls mit Tubulinen bzw. Dynein in
Wechselwirkung tritt. Hsc70 wird auf3erdem Uber die Interaktion mit dem C-Terminus

von L2 in die Kapside eingebaut. Diese Interaktion geht jedoch verloren, wenn DNA in
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das Kapsid verpackt wird. Auch diese Erkenntnisse bieten Grundlage fur weitere
Forschungsarbeiten. Ob die L2/Hsc70-Assoziation zudem verhindert, dass das
Kapsidprotein frihzeitig mit L1 oder der viralen DNA interagiert, ist ebenso zu klaren
wie die Maskierung einer C-terminalen Domane in L2, deren Funktion wahrend der

produktiven Virusphase verdeckt werden muss.
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7 Abkurzungsverzeichnis

A
Abb.
ATCC
AK
APL
AS

BI
bp
BPV
BrdU
BSA

C

CB

CBP

CMV
C-Terminus

DMEM®

DMEM
DMSO
DNA

Dnase

E
ECL
E.coli
EDTA
EGTA
EGF
EM

FCS

G
GFP

h

HA
HBS
HEPES
HIV
HPV
HSR
HSV

Adenin

Abbildung

American Type Culture Collection
Antikorper

akute promyelocytische Leukamie
Aminosaure

Brechungsindex

Basenpaare

Rinder-Papillomvirus (bovine papillomavirus)
5-Brom-2’-Desoxyuridin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

Cytosin

Cajal-Korper (cajal bodies)

CREB bindendes Protein (CREB binding protein)
Cytomegalovirus

Carboxy-Terminus

Dulbecco’s modified Eagle Medium mit 10% FCS und 1%
Antibiotikum

Dulbecco’s modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribunukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease

frih (early) exprimiertes Protein

verstarkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)
Escherichia coli

Ethyl-diamin-tetra-essigsaure
Ethylen-glykolaminoethylether-tetra-acetat

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
Elektronenmikroskop

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Guanin
Grun-floureszierendes Protein (green flourescent protein)

Stunde

Hamagglutinin

HEPES-gepufferte Salzlosung (HEPES buffered saline)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
humanes Immundefizienzvirus

humanes Papillomvirus/humane Papillomviren
homogeneously staining region

Herpes Simplex Virus
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IF Immunfluoreszenz

IP Immunprazipitation

Kb Kilobasen

KB Kremer-Korper (Kremer bodies)

KD Kilodalton

L spat (late) exprimiertes Protein

mAKk monoklonaler Antikorper

ME Mercaptoethanol

MOl Zahl der Infektion (Infektionseinheiten/Zelle; multiplicity of
infection )

NC Nitrocellulose

NCR nichtkodierende Region (non-coding region )

ND10 nuclear domain 10

NDLD ND10-Lokalisationsdomane

NLS Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal)

NP40 Nonidet-40

nt Nukleotide

N-Terminus Amino-Terminus

ORF offener Leserahmen (open reading frame)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

pAK polyklonaler Antikérper bzw. Serum

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

PBS/EDTA PBS mit 2,5 mM EDTA Endkonzentration

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PDGF platelet-derived growth factor

PFU Infektionseinheiten (plaque forming units)

PML Protein der promyeolytischen Leukamie

PODs PML onogenic domains

POX Peroxidase

pRb Retinoblastom-Tumorsuppressor

PV Pseudovirionen

RAR Retinsaurerezeptor

rom Umdrehungen pro Minute (rotations/rounds per minute)

RT Raumtemperatur

S Serin

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulphate )

SFC Sleil3-Faktor-Kompartiment

S-Phase Synthese-Phase

SUMO small ubiquitin-like modifier

SV40 (Affen)Simian Virus 40

Std. Stunde(n)

T Thymin
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Tab. Tabelle
TCA Trichloressigsaure
TE Tris-EDTA
TMB 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin
Trp Trypsin
uv Ultraviolett
vac Vacciniavirus
VLP virusahnlicher Partikel (virus-like particle)
VTF7-3 Vaccinia-Helfervirus
WB Western-Blot
wit Wildtyp
Lowell* 6-Lochplatte
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