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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einteilung und Aufbau von Papillomviren

Papillomviren gehdren zur Familie der Papillomaviridae (NCBI Datenbank,
Taxonomie). Basierend auf mindestens 10% Unterschieden in der
Nukleinsauresequenz von drei definierten Genomabschnitten konnten bisher 91
verschiedene Typen Humaner Papillomviren (HPV) identifiziert werden (NCBI
Datenbank).

Papillomviruspartikel haben ein ikosaedrisches Kapsid, das aus 72 Kapsomeren
aufgebaut ist; eine Lipidhlle fehlt. Die Partikel haben einen Durchmesser von
etwa 55 nm. Die Gr6RRe des zirkuldr geschlossenen doppelstrdngigen DNA
Genoms betragt etwa 8 kbp (Howley, 1996). Charakteristisch fur alle
Papillomviren ist die Anordnung der zum Teil Uberlappenden offenen
Leserahmen auf nur einem DNA-Strang. Die relative Lage der einzelnen
Leserahmen zueinander ist sowohl bei humanen als auch bei animalen
Papillomvirus-Typen konserviert. Eine Genomstruktur von Papillomviren ist
exemplarisch anhand des CRPV-Genoms (cottontail rabbit papillomavirus) in
Abb.1 gezeigt. Das Genom wird in eine kodierende und eine nicht-kodierende
Region (NCR (non-coding-region)) unterteilt. Der kodierende Bereich beinhaltet
die Leserahmen der frihen Gene (,early”; E1 bis E8), deren Proteine friih im
Vermehrungszyklus gebildet werden und regulatorische Funktionen bei der
Transformation der Wirtszelle, der viralen DNA-Replikation und der
Transkriptionskontrolle ausiiben, sowie die spaten Gene (,late; L1 und L2),
welche fir die beiden spat im viralen Replikationszyklus synthetisierten
Strukturproteine kodieren (Howley, 1996). In der bis zu 1 kbp groRen NCR, die
zwischen den Leserahmen fur L1 und E6 liegt, sind cis-aktive regulatorische
Sequenzen lokalisiert, die fur die Transkription und die Replikation der
Papillomviren essentiell sind (Howley, 1996). Wie man durch zahlreiche Studien
an Zellkulturen und transgenen Tieren erkennen konnte, spielen die Proteine der

frihen Gene E6 und E7 fur die Zelltransformation und die papillomvirusinduzierte
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Abb. 1: Genomstruktur des Cottontail Rabbit Papillomavirus

Die Graphik des linearisierten CRPV-Genoms zeigt die Lage der offenen Leserahmen (ORF;
Rechtecke) der frihen (,early”, E) und der spaten (,late“, L) Gene sowie die Anordnung der
Promotoren fur die frihen Gene (P1-3) und des Promotors PL fir die spaten Gene. Die
vertikalen Linien innerhalb der ORFs reprasentieren die Lage der Startcodons der Translation.
Die GroRe des Genoms betragt 7868 bp. Die nicht-kodierende Region (NCR) liegt zwischen L1
und E6.

Karzinomentstehung eine sehr wichtige Rolle (Laimins,1996). Erste Hinweise flr
die Bedeutung dieser Genprodukte ergaben

sich aus dem Nachweis einer kontinuierlichen Expression der Genregion E6/E7
in allen HPV—positiven Zervixkarzinomen sowie in davon abgeleiteten Zelllinien
(zur Hausen, 1994). Es besteht eine Korrelation zwischen dem onkogenen
Potential der E6- und E7-Proteine verschiedener genitaler Papillomviren und
deren Fahigkeit an die Tumorsuppressorproteine p53 bzw. pRB zu binden. Ein
solcher Zusammenhang konnte jedoch bei kutanen Papillomviren noch nicht
festgestellt werden (Elbel et al., 1997; Schmitt et al., 1994; Huibregtse und
Scheffner, 1994; Vousden, 1995). Bei CRPV konnten zwei E6 Proteine
identifiziert werden. Das sogenannte lange E6 (LE6) und das um 100
Aminosauren kirzere short E6 (SE6), die sich in zellularer Lokalisation und
Phosphorylierungsmuster unterscheiden (Barbosa und Wettstein, 1988). Der
zentrale Regulator der viralen E6 und E7 Transkription ist das E2-Protein. E2 hat
transaktivierende und transreprimierende Wirkung auf verschiedene virale
Promotoren. Zudem unterstitzt E2 die virale Replikation, indem es die Bindung
des Replikationsproteins E1 an den Replikationsorigin in der NCR stabilisiert
(McBride et al.,, 1991). E5 von BPV1l (bovines Papillomvirus) werden
transformierende Eigenschaften zugeschrieben (Campo, 1997), E4 von CRPV ist
essentiell fur die Kapsidsynthese und die spate virale Amplifikation des CRPV-
Genoms (Peh, 2001).
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1.2 Papillomvirusinduzierte Krankheiten

Aus veterindrmedizinischer Sicht spielen insbesondere die Rinderpapillomviren
(bovine papillomavirus = BPV 1-6) und das Hundepapillomvirus (canine oral
papillomavirus = COPV) als Krankheitserreger eine Rolle. Bei Rindern entstehen
durch verschiedene BPV-Typen Papillome und Fibropapillome besonders der
Haut, an Zitzen und Penis, im Verdauungstrakt und in der Harnblase. Die
meisten dieser Papillome regredieren ohne klinische Auswirkungen innerhalb
eines Jahres (Campo, 1997). Allerdings spielen insbesondere bei Zitzen- und
Penispapillomen wirtschaftliche Verluste durch Behinderung beim Melken und
beim Deckakt eine Rolle. Zu einer malignen Entartung der Papillome bei Rindern
kommt es gelegentlich besonders in der Harnblase und im oberen
Verdauungstrakt, wobei die Aufnahme von Adlerfarn mit der Nahrung als
Kokarzinogen diskutiert wird (Campo, 1997). BPV 1 kann auch in Sarkoiden bei
Pferden regelmalig nachgewiesen werden. Diese Tumoren, zu deren
bevorzugten Lokalisationen Auge und mechanisch beanspruchte Stellen, wie
Schenkelinnenflache, Beine und Gurtlage gehoren, wachsen infiltrativ,
metastasieren aber nicht. Nach chirurgischer Exstirpation kommt es haufig zur
Rezidivbildung. Bei dieser wirtsfremden Infektion mit BPV 1 beim Pferd handelt
es sich um eine abortive Infektion, denn in den Sarkoiden werden keine
vollstadndigen Viruspartikel gebildet (Teifke, 1994; Goodrich et al.,1998). Das
canine orale Papillomvirus (COPV) verursacht insbesondere bei jungen Hunden
die Bildung von Papillomen in der Mundschleimhaut, die aber meist spontan
nach 4-8 Wochen regredieren (Nicholls und Stanley, 1999). Auch bei vielen
weiteren Tierarten wurden papillomatése Erkrankungen beschrieben, die durch
speziesspezifische Papillomviren ausgelost wurden.

Die humanen Papillomviren werden wegen ihres Gewebetropismus einerseits fir
den Bereich der verhornenden Haut und andererseits fir die Schleimhaut des
Anogenitalbereichs in ,kutane“ (z.B. HPV 1, 2, 5 und 8) und ,genitale” (z.B. HPV
6, 11, 16 und 18) Papillomviren unterteilt. Vertreter der genitalen HPV-Typen
sind atiologisch an der Entstehung von Karzinomen im Anogenitaltrakt des

Menschen beteiligt (Bosch et al., 2002; zur Hausen, 1991). Jahrlich erkranken
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weltweit 400000 Frauen an Gebarmutterhalskrebs. In den Entwicklungslandern
ist diese Krebsart eine haufige Todesursache. 1990 traten in der EU 24 600 neue
Zervixkarzinome und 12900 durch das Zervixkarzinom bedingte Todesfélle auf.
In 97,7% aller untersuchten Zervixkarzinome konnte HPV-DNA nachgewiesen
werden (Bosch et al., 2002), wobei die Typen 16 und 18 mit 67-72% die héchste
Pravalenz zeigten. Im Gegensatz dazu wurden die Typen 6 und 11 fast
ausschlie3lich in gutartigen Lasionen wie Condylomata acuminata oder
niedriggradigen Dysplasien gefunden (Walboomers et al., 1994). Wegen dieses
unterschiedlichen karzinogenen Potentials bestimmter humaner
Papillomvirustypen erfolgte eine Einteilung in eine Gruppe mit hohem
karzinogenen Potential (,high risk“-HPV, z.B. HPV 16, 18, 31) und eine mit
niedrigem (,low risk“-HPV, z.B. HPV 1, 2, 6, 11) (Stubenrauch und Iftner, 1999;
zur Hausen, 1991).

Einige ,low risk* Vertreter kutaner humaner Papillomviren (HPV 1 oder 2)
verursachen plantare oder vulgare Warzen an Ful3sohlen und Handen
besonders bei Kindern und Jugendlichen. Diese gutartigen Tumoren zeigen eine
Tendenz zur spontanen Ruckbildung (Stanley, 1994; Stubenrauch und Iftner,
1999). Andere kutane HPV-Typen werden mit der Entwicklung des nicht-
melanozytaren Hautkarzinoms (NMSC) in Verbindung gebracht, da in diesen
Hautkarzinomen und deren Vorstufen HPV-DNA verstarkt nachgewiesen werden
kann (Frost and Green, 1994; Harwood et al., 2000; Iftner et al., eingereicht;
Leigh and Glover, 1995; Proby et al., 1996). Das NMSC zahlt zu den haufigsten
Krebsarten des kaukasischen Bevolkerungstyps. 1997 traten in den USA
800000 Neuerkrankungen auf und 2000 Todesféalle. Alle prakanzertsen
Lasionen miussen behandelt werden, und deshalb stellt NMSC einen hohen
Kostenfaktor fur die Gesundheitssysteme dar. Bei Patienten, die aufgrund einer
Organtransplantation lange immunsupprimiert werden, tritt NMSC besonders
haufig als schwerwiegende Komplikation auf, da hier das Risiko, kutane
Plattenepithelkarzinome zu entwickeln, 50fach hoher st als in der
immunkompetenten Bevoilkerung (Harwood et al., 2000, Leigh and Glover,
1995). In bis zu 84% der malignen Hauttumoren der immunsupprimierten

Patienten konnte HPV-DNA nachgewiesen werden (Berkhout et al., 1995;
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Harwood et al., 2000; Shamanin et al., 1994). Aktuelle Studien zeigten jedoch,
dal auch bei immunkompetenten Personen mehr als 50% der
Plattenepithelkarzinome HPV-DNA enthielten (Iftner et al., eingereicht; Shamanin
et al., 1995). Die Bedeutung bestimmter HPV-Typen bei der Entstehung von
Hautkarzinomen bei Patienten mit der seltenen, vererbbaren Hautkrankheit
Epidermadysplasia verruciformis (EV) hatte man schon frih erkannt (Orth, 1987).
Patienten, die an dieser Krankheit leiden, entwickeln in jungen Jahren flache
Warzen und makulése Veranderungen an den Extremitaten und im Gesicht, die
lebenslang persistieren und im Verlauf der Erkrankung fast den gesamten Korper
bedecken kdonnen (Lutzner, 1978). In den benignen Lasionen lassen sich bis zu
18 verschiedene EV-spezifische Papillomvirus-Typen nachweisen. 30-60% der
EV-Patienten entwickeln nach  einem langeren Krankheitsverlauf
Plattenepithelkarzinome der Haut (Jablonska und Orth, 1985). Diese entstehen
fast ausschlie3lich an sonnenexponierten Stellen des Korpers, daher ist eine
kokarzinogene Wirkung des UV-Anteils im Sonnenlicht sehr wahrscheinlich. In
uber 90% dieser malignen Tumoren kann man DNA der HPV-Typen 5 oder,
seltener, 8 nachweisen (Orth, 1987; Pfister, 1992).

1.3 CRPV-Tiermodell

Die molekularen Vorgénge, die bei Papillomentstehung, maligner Progression
und Regression papillomvirusinduzierter Hauttumoren stattfinden, sind
weitgehend unbekannt und in Zellkulturexperimenten nicht zu klaren. Die
Etablierung eines geeigneten Tiermodells fir humane Papillomviren wird durch
die hohe Speziesspezifitat von Papillomviren verhindert. Deshalb basiert das
derzeit einzige Tiermodell fir papillomvirusinduzierte Hauttumoren auf der
Infektion von Hauskaninchen mit CRPV (cottontail rabbit papillomavirus). CRPV
ist schon 1932 von R. Shope als erstes DNA-Tumorvirus identifiziert worden. Der
naturliche Wirt von CRPV ist das cottontail rabbit (Sylvilagus floridanus,
Baumwollschwanzkaninchen) (Shope und Hurst, 1933). Eine Laborinfektion mit

CRPV fuhrt in der Kaninchenhaut zunachst innerhalb von 3 bis 6 Wochen sowohl
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beim cottontail rabbit als auch beim Hauskaninchen (Oryctolagus cuniculus) mit
hoher Effizienz zur lokalen Ausbildung gutartiger epithelialer Tumoren
(Papillomen). Beim cottontail rabbit regrediert ein Grof3teil dieser Papillome
spontan, nur bis zu 23% der Papillome progredieren zu Karzinomen. Beim
Hauskaninchen hingegen persistieren in der Regel die Papillome lebenslang und
Uber 80% progredieren schnell ohne Einwirkung von &aul3eren Kofaktoren
innerhalb von 6-14 Monaten zu invasiv wachsenden Karzinomen (Syverton,
1952). Im weiteren Verlauf kann es zur Metastasenbildung besonders in der
Lunge und den regionalen Lymphknoten kommen. Im Gegensatz zum cottontail
rabbit verlauft beim Hauskaninchen die Infektion mit CRPV abortiv, denn es
werden keine vollstandigen Viruspartikel gebildet und die Expression der
Kapsidproteine L1 und L2 ist nur gering. In den Papillomen von cottontail rabbits
hingegen findet eine starke Viruspartikelproduktion statt, in ihren Karzinomen
wiederum nicht (Wettstein, 1987). Ein Zusammenhang zwischen abortiver,
wirtsfremder Infektion und erhohter Karzinogenese ist hdchstwahrscheinlich.
Aufgrund der hohen Progressionsrate stellt das Hauskaninchen ein geeignetes
in-vivo-Modellsystem insbesondere fir den papillomvirusassoziierten Hautkrebs
dar. An diesem Tiermodell konnten zum Beispiel erstmalig die priméaren
Zielzellen von CRPYV identifiziert werden, welche die epithelialen Stammzellen in
Haarfollikeln sind (Schmitt et al., 1996). Ebenso konnte HPV-DNA verstarkt in
Haarfollikeln immunsupprimierter Transplantatempfanger nachgewiesen werden
(Boxman et al., 1997). Im Kaninchen kénnen Tumoren nicht nur durch komplette
CRPV-Viruspartikel, sondern auch durch unverpackte virale DNA induziert
werden. Dadurch wird die Verwendung rekombinanter CRPV-DNA zur
Untersuchung der in-vivo-Bedeutung einzelner Genomabschnitte erméglicht. So
konnte mit Hilfe von Deletions- oder Insertionsmutanten gezeigt werden, dass
fast jeder offene Leserahmen innerhalb des CRPV-Genoms, abgesehen von
dem far E5 und L2, fir die Tumorentstehung im Kaninchen essentiell ist
(Brandsma et al., 1991; 1992; Meyers et al., 1992; Nasseri et al. 1989; Wu et al.
1994). In Zellkulturversuchen hingegen reichte die Expression von CRPV-LE6
und —E7 aus, um NIH3T3 Zellen in Softagar wachsen zu lassen und um mit

diesen Zelllinien Tumoren in Nacktmausen zu induzieren (Meyers et al., 1992).
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Mein Augenmerk richtete sich besonders auf das frihe virale E2 Protein, den

Regulator der viralen Genexpression.

1.4 Fragestellungen im Rahmen dieser Promotionsarbeit

1.4.1 Charakterisierung spezifischer Funktionen von CRPV-E2 und eines
verkirzten alternativ gespleiten CRPV-E2 Proteins in vitro und

Untersuchung der jeweiligen Bedeutung in vivo

Das multifunktionelle frihe E2 Protein der Papillomviren ist der zentrale
Regulator der frihen Genexpression und der viralen DNA Replikation. E2 bildet
Dimere, die spezifisch an die palindromische DNA Sequenz ACCN¢GGT binden
(McBride et al., 1991). Diese Sequenz befindet sich achtmal in der NCR von
CRPV in der Nahe des spaten Promotors (PL) und der frihen Promotoren vor
LE6 (P1) und vor SE6 (P2) (Salmon et al., 2000). Eine weitere E2-Bindestelle
befindet sich kurz vor dem E7 Promotor (P3) und eine in E1 ohne bekannten
Bezug zu einem Promotor (Abb.2). Fur die DNA-Bindungsfahigkeit ebenso wie
fur die Dimerisierung von E2 ist der C-Terminus des E2-Proteins zustandig. Der

N-Terminus ist fur die Transaktivierungs- und Replikationsfunktion von E2

:lLl E9
| E6 | E7 | []
| E1 |
PL 1pP2 P3
] N -
F I S~ Mo | i |
7.0 7.86/0 AN 1.0 2.0 3.0
II \\\\\\
N PL \\\E’il. P2
N pa , el aYaVa¥a¥al P | RIS
\w I OO0 00—™O
7.5 7.86/0

Abb. 2: E2-Bindestellen im CRPV-Genom

Die Graphik zeigt einen Ausschnitt des linearisierten CRPV-Genoms. Die Rechtecke
symbolisieren die offenen Leserahmen, die Position der frihen Promotoren P 1-3 und des
spaten Promotors PL sind eingezeichnet. Die Kreise spiegeln die E2-Bindestellen mit der DNA-
Sequenz ACCNgGGT wider.
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N-Terminus: C-Terminus:
Transaktivierung DNA-Bindung
Replikation Hinge  Dimerisierung Abb. 3: Aufbau des E2-Proteins von CRPV

Die Graphik zeigt das E2-Protein, das in drei
N\\\q Regionen unterteilt wird. Die in den N-
Terminus eingefiihrten Muta-tionen hoch
konservierter Aminosauren sind durch weil3e

Linien gekenn-zeichnet.

R37K E39Q I73L
R37A E39A I73A

verantwortlich. Als Verbindungsglied zwischen C- und N-Terminus dient die
enthalten, stimuliert (Hawley-Nelson et al., 1988; Stubenrauch et al., 1998). Auch
einige frihe BPV 1-Promotoren in ihrem natirlichen Kontext wurden durch E2
von BPV 1 aktiviert (McBride et al., 1991). Im Gegensatz dazu wurde der p97
Promotor vor dem offenen E6 Leserahmen von HPV16 und die entsprechenden
hoch konservierten Promotoren von HPV 6, 11, 18, 31 und CRPV durch die
Bindung von E2 an die promotorproximalen E2-Bindestellen reprimiert (Bernard
et al., 1989; Dong et al., 1994; Fujii et al., 2001; Rapp et al., 1997; Romanczuk et
al., 1990; Stubenrauch et al., 2001). Der E7 Promotor von HPV 6a wurde bisher
als einziger naturlicher HPV Promotor identifiziert, der durch E2 aktiviert wird
(Rapp et al., 1997). Eine weitere Funktion von E2 ist die Stimulierung der viralen
DNA-Replikationseffizienz, indem E2 an das E1 Protein bindet und dessen
Fahigkeit, den Replikationsursprung zu erkennen, verbessert (Stenlund, 1996).
Um die Replikationsfunktion von E2 in BPV 1, HPV 11, 16, 18 und 31 genetisch
von der Transaktivierungsfunktion zu trennen, gentgte der Austausch der
hochkonservierten Aminosédure 37 — (Arginin) - oder der Aminosaure 73 —
(Isoleucin) — oder der Aminoséaure 39 — (Glutamin). Dabei zog Austausch der
Aminosdure 37 oder 73 einen Verlust der Transaktivierungsfunktion bei
gleichzeitigem Erhalt der Replikationseffizienz nach sich. Austausch der
Aminosaure 39 hatte den umgekehrten Effekt: Verlust der Replikationseffizienz
bei erhaltener Transaktivierungsfunktion (Brokaw et al., 1996; Cooper et al.,
1998; Harris und Botchan, 1999; Sakei et al., 1996; Stubenrauch et al., 1998).

Als weitere Funktion des E2 Proteins wurde fir BPV 1 beschrieben, dass E2 bei

15



Einleitung

der Mitose die Anheftung der episomalen viralen DNA an die
Wirtszellchromosomen vermittelt und damit den Verlust der viralen DNA bei der
Zellteilung verhindert (llves et al., 1999; Lehman und Botchan, 1998;
Skiadopoulos und McBride, 1998). Auch wurde bei BPV 1 gezeigt, dass sowohl
die Transaktivierungs- als auch die Replikationsfunktion von E2 fur die BPV 1-
vermittelte Transformation von Zellen nétig sind (Brokaw et al., 1996). Hingegen
sind das E2 Gen von HPV 16 und die Transaktivierungsfunktion von E2 im
gesamtgenomischen Kontext von HPV 31 fir die Immortalisierung primarer
Keratinozyten nicht erforderlich (Romanczuk et al., 1992; Stubenrauch et al.,
1998). Direkte Riuckschlisse aus diesen in vitro Zellkulturdaten auf die
Bedeutung der verschiedenen Aktivitdten von E2 bei der Tumorentstehung und —
progression in vivo sind aber nicht moglich. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit
wurden deshalb Funktionen des zentralen Regulators E2 von CRPV genauer
charakterisiert, und anschlieBend die Rolle der Transaktivierungsdoméne von
CRPV-E2 bei Tumorentstehung und -—progression in vivo im Tiermodell
Hauskaninchen untersucht.

Neben dem vollstandigen E2 Protein wurden zuerst in BPV 1-infizierten Zellen
zwei weitere verklrzte regulatorische E2 Proteine identifiziert, E2C und E8/E2
(Choe et al., 1989; Hubbert et al., 1988; Lambert et al., 1987). E2C ist ein N-
terminal verklrztes E2-Protein, dessen Promotor innerhalb des E2 Gens liegt.
E8/E2 ist ein Fusionsprotein. Es wird kodiert durch Teile des E8-Gens von BPV
1, welches in einem Uberlappenden Leserahmen zu E1 liegt, und durch ein N-
terminal verkirztes E2-Gen, das Hinge und C-Terminus von E2 beinhaltet. ES/E2
und E2C ist der C-Terminus von E2 gemeinsam, mit seiner Fahigkeit zu
dimerisieren und DNA zu binden. Diese beiden Proteine sind also in der Lage
Homo- und Heterodimere mit dem vollstandigen E2-Protein zu bilden, die
spezifisch an E2-Bindestellen binden kdnnen. Es wurde beschrieben, dass beide
verkirzten E2-Proteine die E2-vermittelte Transaktivierung des frihen SV40
Promotors in Reporterassays inhibieren ebenso wie die Transformation von
Nagerzellen. Desweiteren reprimieren sie Promotoren in der nicht-kodierenden
Region von BPV 1, die durch das vollstandige E2-Protein aktiviert werden (Choe
et al.,, 1989; Lambert et al.,, 1987; Lambert et al., 1990). Gespleildte virale
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Transkripte vergleichbar ES8/E2 von BPV 1 wurden auch bei HPV 11, 16, 31 und
33 beschrieben. Die entsprechenden Proteine wurden bei HPV 11: E2C, bei HPV
16: se2, bei HPV 31: E8"E2C und bei HPV 33: E2C genannt (Doorbar et al.,
1990; Rotenberg et al., 1989; Snijders et al., 1992; Stubenrauch et al., 2000). Bei
allen untersuchten E2C-Fusionsproteinen konnte eine inhibierende Wirkung auf
das vollstandige E2-Protein sowohl bei der Replikation eines Konstrukts, das den
jeweiligen Replikationsursprung enthielt, als auch in Transaktivierungsversuchen
nachgewiesen werden. Dieser Effekt kann wahrscheinlich zum Teil auf
Kompetition mit dem vollstandigen E2 um die E2-Bindestellen und auf eine
Heterodimerbildung zwischen dem E2C-Fusionsprotein und dem vollstandigen
E2-Protein zuriickgefuhrt werden kann (Bouvard et al., 1994; Choe et al., 1989;
Liu et al., 1995; Stubenrauch et al.,, 2000). Bei E8"E2C von HPV31l wurde
zusatzlich gezeigt, dass es alleine die Basalaktivitat des homologen Promotors
p97 ebenso wie von heterologen Promotoren und synthetischen
Reporterkonstrukten mit anderen viralen Promotoren in Luziferasereporterassays
reprimiert. Auch findet beim homologen Promotor p97 eine Repression durch
E8"E2C von einer promotordistalen E2 Bindestelle aus statt, von der aus das
vollstandige E2-Protein aktivierend wirkt (Stubenrauch et al., 2000). Diese
Erkenntnisse suggerieren, dass E8"E2C nicht nur ein Antagonist der E2-Aktivitat
ist, sondern ein Repressor aller viralen Promotoren. Nicht eindeutig sind die
bisherigen Kenntnisse lber diese Repressorproteine, wenn man die Daten tUber
gesamtgenomische Mutanten der E2C-Fusionsproteine betrachtet. Entsprechend
den Erwartungen nach den Zellkulturversuchen mit Expressionsvektoren
verursacht ein knock-out der E8"E2C Expression durch Mutation des ES8
Startkodons im HPV 31 Gesamtgenom eine vielfach h6here DNA-Replikation als
Wildtyp HPV 31 in transienten Replikationsversuchen in primaren humanen
Keratinozyten. Diese E8 atg-Mutante zeigte sich aber unféhig, HPV 31 Genome
stabil episomal in der Zellkultur zu erhalten (Stubenrauch et al., 2000). Mutation
des entsprechenden E8/E2 Fusionsproteins im BPV 1 Genom zeigte
interessanterweise Uberhaupt keinen Phénotyp in stabil transfizierten
Nagerzellen (Lambert et al., 1990). Die genaue Funktion der E2 Repressoren im

viralen Replikationszyklus ist bisher noch unklar. Uber ihre Bedeutung bei
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Tumorentstehung und —progression gibt es bisher keine Angaben, obwohl die in
vitro Daten ihnen eine bedeutende Rolle bei der Regulation der viralen DNA
Replikation und der Genexpression zusprechen. Deshalb wurde in dieser Arbeit
versucht, ein verkirztes, gespleiites E2 Transkript aus CRPV-induzierten
Kaninchentumoren zu isolieren, seine Funktion in vitro zu charakterisieren und
mit Hilfe von knock-out Mutationen die Bedeutung bei Tumorentstehung,

-wachstum und —progression in vivo zu untersuchen.

1.4.2 Therapieansatz mit Polyphenolen aus grinem Tee

Bezuglich der Therapie papillomvirusinduzierter Tumoren gibt es verschiedene
Ansatze, die sich in die Bereiche chemische Therapie, chirurgische Therapie und
Immuntherapie einteilen lassen (Gross und Barrasso, 1997). Zu den chemischen
Therapeutika zahlen zum einen keratolytische Medikamente wie Salizylséure,
Tretinoin (Retinoinsaure) und Cantharidin, des weiteren antimikrobielle Agentien
wie Formalin und Glutaraldehyd, antimitotische bzw. zytotoxische Substanzen,
zu denen Podophyllin, Podophyllotoxin, 5-Fluorouracil und Bleomycin gehéren,
und Kaustika (Atzmittel) wie Trichloressigsaure und Salpetersaure. Je nach
Therapeutikum unterscheidet sich die lokale Anwendbarkeit. Chemische
Agentien sind wegen ihrer zum Teil erheblichen Nebenwirkungen wie starken
lokalen Hautreaktionen nur bei Hautwarzen und gelegentlich an den externen
Genitalien einsetzbar. Nur 5-Fluorouracil ist auch zur Behandlung urethraler,
intra-analer und vaginaler Kondylome geeignet. Die Wirksamkeit der
verschiedenen Agentien ist eher malig, selbst bei zwischenzeitlicher Regression
des Tumors sind Rezidive aufgrund der persistierenden Virusinfektion nicht
selten. Chirurgische Methoden wie die Exzision mittels Skalpell, Elektrochirurgie
oder Laser spielen insbesondere bei neoplastischen Veranderungen und
mechanisch obstruktiven Tumoren eine gro3e Rolle. Desweiteren die
Kryochirurgie, die aufgrund der geringen Traumatisierung und Demarkierung
sehr gerne bei der Behandlung benigner kutaner, genitaler und okularer HPV-

induzierter Lasionen eingesetzt wird. Immunologische Therapiekonzepte werden
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alleine oder zusammen mit chemischen oder chirugischen Therapien verwendet.
Ziel dieser Therapieform ist es, Rezidivbildungen zu verhindern, indem das
atiologisch verantwortliche Agens, das Papillomvirus, von der koérpereigenen
Immunabwehr eliminiert wird (Gross und Barrasso, 1997). Oft reicht eine
.blutige* chirurgische Exstirpation einzelner Warzen, bei der viele Viruspartikel
freigesetzt werden, eine Immunantwort zu induzieren, die weitere Warzen vom
gleichen Virustyp eliminiert. Dasselbe Prinzip verfolgen Impfungen mit autologen,
also aus einzelnen Warzen des selben Organismus isolierte, Vakzinen. Wahrend
in der Humanmedizin die autologen Vakzinen keine Rolle bei der Behandlung
von papillomvirusinduzierten Tumoren spielen, werden in der Veterindrmedizin
besonders bei Rindern und Hunden autologe Vakzinen mit Erfolg eingesetzt
(Hofmann, 1992). Diese greifen oft auch bei Tieren desselben Bestands,
hingegen haben nicht-stallspezifische Vakzinen aufgrund unterschiedlicher
Virustypen und —varianten nur selten Erfolg. Weitere Immuntherapeutika sind
insbesondere Interferone, die allerdings mehrfach in Lasionen injiziert werden
missen und dabei starke lokale Irritationen ausldésen. Imiquimod ist ein
Immunstimulans, das unter dem Handelsnamen ,Aldara“ (5% Imiquimod)
erfolgreich in der Bekampfung HPV-induzierter externer genitaler Lasionen
(Condylomata acuminata) eingesetzt wird (Miller et al., 1999; Stanley, 1999;
Tyring et al., 1998). Die Pravalenz von Condylomata acuminata ist sehr hoch,
denn 1-2% der sexuell aktiven Bevolkerung in den USA leiden unter diesen vor
allem von HPV 6 und 11 verursachten Warzen (Koutsky et al., 1988). Da viele
Betroffene besonders im Frihstadium mit kleinen Papillomen keine arztliche
Behandlung suchen, besteht Bedarf an einem nicht-verschreibungspflichtigen,
gut vertraglichen, leicht applizierbaren und effizienten Therapeutikum. In diesem
Zusammenhang sind erfolgreiche Vorversuche mit Polyphenon™ E durchgefiihrt
worden (klinische Phase Ill Studie). Dabei handelt es sich um eine definierte
Zusammensetzung aus Polyphenolen (Katechinen), die der Hauptbestandteil von
chinesischem grinen Tee-Extrakt sind. Polyphenolen ist ein weites Spektrum an
pharmazeutisch interessanten Aktivitdten nachgewiesen worden. So wirken sie
als Antioxidantien, anti-inflammatorisch, anti-proliferativ, anti-tumorigen, anti-

karzinogen und verhindern die Bindung von Viren an Rezeptoren. Die
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prophylaktische und therapeutische Wirksamkeit von sowohl topisch als auch
oral applizierten Polyphenolen auf entweder chemisch oder durch UV-B-
Strahlung induzierte Hauttumoren wurde schon friher im Mausmodell gezeigt
(Mukhtar et al., 1994). Ziel meiner Arbeit war, die Wirksamkeit zweier
unterschiedlicher Polyphenon™ E Formulierungen auf CRPV-induzierte Haut-

tumoren im Hauskaninchen zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere

New Zealand White Kaninchen: Charles River, Kisslegg

2.1.2 Eukaryonte Zellen

SCC13: humane Plattenepithelkarzinomzelllinie (Rheinwald und Beckett, 1981)
3T3 J2: murine Fibroblastenzelllinie (Rheinwald und Green, 1975)

sf1Ep: epitheliale Zelllinie aus der Ohrepidermis eines cottontail rabbits (=
CCL68, ATCC, Maryland)

CRL6502: epitheliale Zelllinie aus normaler Haut eines cottontail rabbits (ATCC,
Maryland)

primare humane Keratinozyten: isoliert aus humanen Vorhauten

2.1.3 Bakterien:

E.coli K12-Stamm DH5a: bezogen von Clontech (Heidelberg)

E.coli TopoF’: Bestandteil TopoTA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe)

2.1.4 Nukleinsauren

21.4.1 synthetisch hergestellte Oligonukleotide:

Die in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrten Oligonukleotide wurden fir

Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR) einschliel3lich Echtzeit-PCR, in vitro

Mutagenese, Sequenzierungen und Gelretardationsexperimente verwendet. Zur
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Klonierung von PCR-Fragmenten wurde ein Teil der Oligonukleotide mit
Schnittstellen flr Restriktionsenzyme versehen. Die synthetisch hergestellten
Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die bei
der Echtzeit-PCR (LightCycler) verwendeten markierten Sonden und die dazu

gehorigen Primer wurden von TIB Molbiol (Berlin) bezogen.

Tab.1: verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid- Orientierung Quelle Position Anmerkung
Bezeichnung
E2-for sense CRPV 3111-3139 BamHI
E2-rev antisense CRPV 4284-4254 BamHI
El-for sense CRPV 1362-1390 EcoRI
El-rev antisense CRPV 3171-3143 BamHI
NCR-for sense CRPV 7323-7349 Sstl
NCR-rev antisense CRPV 165-139 Ncol
EQatg sense CRPV 1708-1732 RT-PCR
E9"E2Crev antisense CRPV 4289-4265 RT-PCR
E9atgEcoRl sense CRPV 1714-1730 EcoRlI, davor Topo-
Vektor-Sequenz
pE7-for sense CRPV 1113-1124 LightCycler
pE7-rev antisense CRPV 1334-1316 LightCycler
Sonde LC640-E7 sense CRPV 1285-1310 Sonde LightCycler Red
640
Sonde FL-E7 antisense CRPV 1259-1275 Sonde LightCycler
Fluoreszenin
pa—Tubulin-for sense o—Tubulin 633-652 LightCycler
pa—Tubulin-rev antisense o—Tubulin 1197-1178 LightCycler
in E4-for sense CRPV 3775-3796 LightCycler
in E4-rev antisense CRPV 4016-3997 LightCycler
B-Aktin-for sense B-Aktin endogeneous LightCycler
control kit
B-Aktin-rev antisense B-Aktin endogeneous LightCycler
control Kit
p685 sense CRPV 685-708 aul3erer Primer Mut.
+Sequenzierung
pl1926 antisense CRPV 1926-1903 auRRerer Primer Mut.
+Sequenzierung
p1822 sense CRPV 1822-1845 aul3erer Primer Mut.
+Sequenzierung
p3883 antisense CRPV 3883-3859 auRRerer Primer Mut.
+Sequenzierung
E2R37Kmut® sense CRPV 3205-3235 Mutation: AGA - AAA
E2R37Amut® sense CRPV 3205-3235 Mutation: AGA - GCA
E2E39Qmut® sense CRPV 3211-3241 Mutation: GAA - CAA
E2E39Amut? sense CRPV 3211-3241 Mutation: GAA - GCA
E2173Lmut? sense CRPV 3313-3345 Mutation: ATA-TTA
E2173Amut® sense CRPV 3313-3345 Mutation: ATA - GCA
MK2AE9del sense CRPV 3682-3719 Insertion EcoRl,
Methionin, Alanin
E9atgmut® sense CRPV 1708-1732 Mutation: ATG - ACG
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E9stop® sense CRPV 1732-1759 Mutation: TAC - TAG
E2BS1° sense HPV31 7470-7496 Oligo fur
Gelretardationsanalyse

p994 sense CRPV 994-1016 Sequenzierung
pl314 sense CRPV 1314-1335 Sequenzierung
p2145 sense CRPV 2145-2167 Sequenzierung
p2497 sense CRPV 2497-2518 Sequenzierung
p2803 sense CRPV 2803-2824 Sequenzierung
p3098 sense CRPV 3098-3120 Sequenzierung

&= auch die entsprechenden antisense Oligonukleotide wurden verwendet

2.1.4.2 Plasmide

pSG5-Vektor (Stratagene, Amsterdam): Expressionsvektor mit T7-
Bakteriophagen- und frihem SV40 Promotor; Grol3e: 4,1 kbp

pGL3-basic (Promega, Mannheim): Luziferase-Reportervektor; GrolRe: 4,8 kbp
PCR®2.1-Topo (Invitrogen, Karlsruhe): Die T-Uberhange erlauben eine einfache
Klonierung von PCR-Produkten, T7—Promotor, GroRe: 3,9kbp

2.1.4.3 Rekombinante Plasmide

Folgende Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet (s. Abb. 10):

CRPV-pLAIl: das CRPV-Gesamtgenom des Washington B Stammes ist in den
pLAIlI-Vektor Uber seine Sal | Schnittstelle kloniert (Nasseri et al., 1989)
p6xE2Bsluc: E2-abhangiges Luziferase-Reporterplasmid mit 6 E2-
Bindungsstellen vor dem frihen SV40 Promotor, der das Luziferasegen treibt
(Stubenrauch et al., 1998)

pC18-Spl-luc: minimales E2-abhéngiges Luziferase-Reporterplasmid mit 4 E2-
Bindungsstellen und 2 Spl-Bindungsstellen vor einem adenoviralen Promotor,
der das Luziferasegen treibt (Stubenrauch et al., 2001)

pGL31-URR: E2-abhangiges Luziferase-Reporterplasmid, bei dem die nicht-
kodierende Region von HPV 31 im pGL3-Basic Vektor (Promega) vorliegt
(Stubenrauch et al., 1998).
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Folgende Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt:

E2-pSG5: der Leserahmen fir das CRPV-E2 Gen (zwischen nt 3111 und 4284)
wurde mittels PCR mit den Primern E2-for und E2-rev und CRPV-pLAIl als
Matrize amplifiziert und in pSG5 kloniert.

E1-pSG5: der Leserahmen fir das CRPV-E1 Gen (zwischen nt 1362 und 3171)
wurde mittels PCR mit den Primern El-for und El-rev und CRPV-pLAIl als
Matrize amplifiziert und in pSG5 kloniert.

CRPV-NCR-pGL3: die nicht-kodierende Region von CRPV (zwischen nt 7339
und 151) wurde mittels PCR mit den Primern NCR-for und NCR-rev und CRPV-
pLAIl als Matrize amplifiziert und in pGL3-Basic kloniert.

E2-R37K-pSG5, E2-R37A-pSG5, E2-E39Q-pSG5, E2-E39A-pSG5, E2-173L-
pSG5, E2-173A-pSG5: von E2-pSG5 abgeleitete Plasmide, bei denen mittels
PCR-Mutagenese mit den jeweiligen Mutationsprimern und den auf3eren Primern
E2-for und E2-rev Punktmutationen in den E2 Leserahmen eingefiihrt wurden,
und die Amplifikate durch Restriktionsverdau mit BamHI in pSG5 kloniert wurden.
E2-R37K-CRPV-pLAIl, E2-R37A-CRPV-pLAIl, E2-E39Q-CRPV-pLAIl, E2-
E39A-CRPV-pLAIl, E2-173L-CRPV-pLAIl, E2-173A-CRPV-pLAIl: von CRPV-
pLAIl abgeleitete Plasmide, bei denen mittels PCR-Mutagenese mit den
jeweiligen Mutationsprimern und den &ufRReren Primern pl1822 und p3883
Punktmutationen in den E2 Leserahmen eingefuihrt wurden; anschliel3end
wurden die Amplifikate nach Restriktionsverdau mit den
Originalrestriktionsschnittstellen Sacl und Mlul zurtick in CRPV-pLAIl kloniert.
E9NE2C-pSG5: das Spleildtranskript E9Q"E2C (von nt 1721-1751 und 3714-4284)
wurdewie im Ergebnisteil beschrieben in den Expressionsvektor pSG5 kloniert.
E9K2A(d3-10)"E2C-pSG5: Deletionsmutante von E9"E2C-pSG5, bei der die
Aminosauren 3-10 von E9 deletiert wurden und die Aminosaure 2 (Lysin) gegen
Alanin ausgetauscht wurde, indem eine PCR mit den Primern MK2AE9del und
E2-rev und CRPV-pLAIl als Matrize durchgefihrt wurde und nach
Restriktionsverdau mit EcoRI und der Originalrestriktionsschnittstelle Mlul das
Amplikon in E9Q"E2C-pSG5 kloniert wurde.
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E9atgmut-CRPV-pLAIl: von CRPV-pLAIl abgeleitetes Plasmid, bei dem mittels
PCR-Mutagenese und den Mutationsprimern E9atgmut sowie den &ulieren
Primern p685 und p1926 das E9 Startcodon mutiert wurde; anschlie3end wurde
das Amplifikat nach Restriktionsverdau mit den Originalrestriktionsschnittstellen
Avrll und Sacl zuriick in CRPV-pLAII kloniert.

E9stop-CRPV-pLAIl: von CRPV-pLAIl abgeleitetes Plasmid, bei dem mittels
PCR-Mutagenese und den Mutationsprimern E9stop sowie den &ufl3eren Primern
p685 und p1926 ein Stopkodon in E9 eingefiihrt wurde; anschlieRend wurde das
Amplifikat nach Restriktionsverdau mit den Originalrestriktionsschnittstellen Avrll
und Sacl zurtick in CRPV-pLAII kloniert.

E9atgmut +E2-173Amut-CRPV-pLAIl: Kombination der Mutationen E9atgmut
und I73A in CRPV-pLAIl durch Restriktionsverdau von E9atgmut-CRPV-pLAll
und E2-173A-CRPV-pLAIl mit Avrll und Sacl und anschlieRender Klonierung des
E9atgmut-haltigen Fragments in E2-173A-CRPV-pLAIl.

2144 Sonstige Nukleinsduren und Nukleotide

Lachssperma-DNA (Invitrogen,Karlsruhe)

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs, Roche, Mannheim)

2.1.5 GroRenmarker

DNA GrofRenmarker: 1kb-Leiter (Invitrogen, Karlsruhe); A DNA/Hind IlI-
Fragmente (Invitrogen, Karlsruhe)

RNA GroRBenmarker: 0,24-9,5 kb RNA-Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)
Protein-GroRenmarker:  SeeBlue®Plus2 Prestained Protein  Standard

(Invitrogen, Karlsruhe)
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2.1.6 Enzyme

2.1.6.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden von folgenden Firmen bezogen:
New England BioLabs (NEB), Frankfurt; Invitrogen, Karlsruhe; MBI Fermentas,

Vilnius, Litauen

2.1.6.2 Sonstige Enzyme

Calf Intestinal alkalische Phosphatase (NEB, Frankfurt); T4-Polynukleotidkinase
(MBI Fermentas, Vilnius, Litauen); AmpliTaq Gold-Polymerase (Roche,
Mannheim); Vent-DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt); DNasel (Invitrogen,
Karlsruhe); Proteinase K (Invitrogen, Karlsruhe); Superscript™ Il RnaseH

Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe).

2.1.7 Reagenzien

Fertige Reagenziensysteme:

Qiagen Plasmid Prep (Qiagen, Hilden); Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden); ECL Western Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences, Freiburg);
TaKaRa DNA Ligation Kit Ver.2 (TaKaRa,Japan) ; Trizol® Reagent (Invitrogen,
Karlsruhe); TopoTA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe); Aqua Pure Genomic DNA
Kit (BioRad, Minchen); NorthernMax-Gly™ Northern Blotting Kit (Ambion,
Frankfurt); Qiagen Oligotex™ mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden), Ready-To-Go™
RT-PCR-Beads (Amersham Biosciences, Freiburg); DNA Sequencing Kit Big
Dye™ (ABI, Warrington, UK); LightCycler-Fast Start DNA Master SYBR Green |
und LightCycler-Fast Start DNA Master Hybridization Probes (Roche,
Mannheim); Helios Gene Gun Optimization Kit (BioRad).
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2.1.8 Medien

2.1.8.1 Medien fur die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium): Fertigmedium (Invitrogen),
Zusatz von 50 pg/ml Gentamycin (Invitrogen, Karlsruhe) und 10% [v/v]
Kalberserum (Invitrogen, Karlsruhe).

E-Medium: E-Medium enthélt 3 Teile DMEM (Invitrogen), 1 Teil Ham F12-
Medium (Invitrogen), 1,8 x 10* M Adenin, 1 x 10*° M Choleratoxin, 0,4 ng/ml
Hydrocortison, 5 pg/ml Insulin, 5 pg/ml Transferrin, 2 x 10"** M Trijodothyronin ,
36,5 mM NaHCO; (alles Sigma, Taufkirchen), 100 U/ml Penicillin-Streptomycin
(Invitrogen). 5% [v/v] HyClone® Fetal Bovine Serum (Pierce). Durch Zugabe von
konzentrierter HCL wurde der pH-Wert des Mediums auf 7,1 eingestellt.
Sf1Ep-Medium: sflEp-Medium besteht aus 1 Teil M199 (Invitrogen) und 1 Tell
Ham F12-Medium (Invitrogen). Zusatzlich enthalt es 1nM Dexamethason, 100
pM 17-beta-Ostradiol, 1 nM Trijodothyronin, 10 ng/ml PGF2a (Prostaglandin
F2a), 5 pg/ml Insulin, 10 ng/ml EGF (Mause-Epidermal Growth Factor) (alles
Sigma, Taufkirchen), 100 U/ml Penicillin-Streptomycin (Invitrogen), 50 mM
HEPES, 20 mM NaOH, 5% [v/v] fetales Kalberserum (FKS; Seromed, Berlin) und
7 mM NaHCO3.

KGM Bullet Kit System: Keratinozytenmedium, Clonetics (St. Katharinen)
Opti-MEM: kinstliches serumfreies Medium, Invitrogen.

Trypsin-EDTA: Fertigldsung, Invitrogen.

Mitomycin C: 400 pg Mitomycin C wurden in 1ml PBS geldst.

Einfriermedium far eukaryonte Zellen: enthalt neben dem
Kultivierungsmedium die doppelte Menge des entsprechenden Serums und 10 %
[v/iv] DMSO.

2.1.8.2 Medien fur die Bakterienkultur

LB-Medium: 20 g LB Broth Base (Lennox L Broth Base) (Invitrogen) wurden in
11 H,0O gel6st, bei Bedarf wurden 100 pg/ml Ampicillin zugegeben.
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LB-Agar: 15 g Select-Agar (Invitrogen) wurden in 1l LB-Medium gelost, bei
Bedarf wurden 100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

SOC-Medium: 2% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgCl, und 20 mM Glukose; der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt.

2.1.9 Antiseren und Antikorper:

Anti-CRPV-E2: polyklonales Kaninchenantiserum gegen CRPV-E2 von
F.Wettstein generiert (Barbosa und Wettstein, 1988).
Anti-Kaninchen IgG: Ziege-anti-Kaninchen-lgG Peroxidase gekoppelt (Dako,

Déanemark).

2.1.10 Polyphenon™ E Formulierungen:
Creme: 10% Polyphenongehalt, 50% Wasser; Wasser-in-Ol Formulierung,

weich, cremig
Salbe: 15% Polyphenongehalt, Wachskomponenten; wasserfrei, klebrig
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienkultur

22.1.1 Kulturen fur Plasmidisolierung

Zur Vermehrung der in vitro rekombinierten Plasmid-DNA diente der Escherichia
coli Stamm DH5a. Alle verwendeten Konstrukte enthielten ein Ampicillin-
Resistenzgen, weshalb die plasmidhaltigen Stamme auf LB-Agarplatten bzw. in
LB-Flissigmedium unter Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin kultiviert wurden. Als
Vorkultur fur praparative Plasmidisolierungen dienten 3 ml Ubernachtkultur. Zur
Extraktion gréRerer Mengen an DNA wurden 250-500 ml LB-Medium in sterilen
Erlenmeyerkolben mit 100 pl der Vorkultur angeimpft und bei 37°C 12-16 h im
Schittelinkubator bebriitet. Zur Langzeitlagerung wurden die Bakterien mit

sterilem Glycerin, Endkonzentration 20% [v/v], vermischt und bei -80° C gelagert.

22.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Fahigkeit zur Aufnahme zirkularer Plasmid-DNA (Kompetenz) von
Escherichia coli Bakterien wurde durch eine Behandlung mit CaCl,, RbCl, und
MnClI, erreicht (Ausubel et al., 1990; Hanahan, 1983). Dabei wurden 490 ml LB-
Flussigmedium mit 10 ml Escherichia coli DH5a einer Ubernachtkultur beimpft
und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,45 bei A=600 nm im
Schittelinkubator bebriitet. Die Zellen wurden anschlieRend 30 min auf Eis
inkubiert und 10 min bei 4500 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ml TFB1
(10 mM MES; 100 mM RbClI,; 10 mM CacCl, x 2 H,O, pH 5,8; 50 mM MnCl, x 4
H,O) resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 4500 x g
zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in 20 ml TFB2 (10 mM MOPS; 10 mM
RbCl,; 75 mM CaCl, x 2 H,0, pH 6,5; 15% Glycerin) resuspendiert und 15 min
auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren.
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2.2.1.3 Transformation von Bakterien

Die Transformation der Bakterien erfolgte durch Hitzeschock nach dem bei
Ausubel et al. (1990) und Maniatis et al. (1989) beschriebenen Protokoll, wobei
50 ng Plasmid—DNA oder 5 pl Ligationsansatz 30 min mit kompetenten DH5a auf
Eis inkubiert wurden. Nach dem Hitzeschock (42°C, 60 sek) und einer
darauffolgenden Inkubation von 2 min auf Eis wurde 900 pl SOC-Medium
zugegeben. Anschlieend wurden die Bakterien 30 min in einem
Schittelinkubator bei 37°C inkubiert und Aliquots auf ampicillinhaltige LB-Platten

ausgestrichen.

2.2.2 Zellkultur

2221 Kultivierung eukaryonter Zellen

Die verwendeten Zellen wuchsen adharent und wurden als Monolayer-Kulturen
in Zellkulturschalen in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO, vermehrt. 3T3
J2 wurden in DMEM kultiviert, SCC13-Zellen in E-Medium auf 3T3 J2
Néahrzellen, primare humane Keratinozyten in KGM, sflEp-Zellen ebenso wie
CRL6502 in sflEp-Medium. Alle Zellen wurden spatestens bei Erreichen der
Konfluenz im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 gesplittet. Die Zellen wurden dazu mit 37°C
warmer Trypsin-EDTA-L6sung behandelt, bis sie sich vom Boden der
Zellkulturschale ablosten. Daraufhin wurde das Trypsin mittels serumhaltigen
Mediums inaktiviert und die Zellen auf Schalen mit frischem Medium verteilt (10
ml/ 10 cm Schale, 5 ml/ 6 cm Schale, 2 ml/ 3,5 cm Schale). Fir
Transfektionsexperimente wurde die genaue Zellzahl durch Zahlung eines
Aliquots in der Neubauer Zahlkammer ermittelt und identische Mengen auf die

Zellkulturschalen verteilt.
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2.2.2.2 Einfrieren von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden konfluente Zellen in Einfriermedium Utberfihrt
und in flissigem Stickstoff gelagert. Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin
abgeldst, mit serumhaltigen Medium versetzt und bei 500 x g fur 5 min pelletiert.
Das Zellpellet wurde in 2 bis 4 ml Einfriermedium resuspendiert, je 1 ml in eine
Einfrierampulle Uberfihrt und diese langsam (1°C/ min Abkihlung) in einer
Einfrierbox (Nalgene®) bei —80°C tiefgefroren. Am nachsten Tag wurden die

Einfrierampullen in fliissigen Stickstoff umgesetzt.

2.2.2.3 Mitomycin C-Behandlung von 3T3 J2-Zellen

Fur die Verwendung von 3T3 J2-Fibroblasten als Néahrzellen fir SCC13-Zellen
wurde die Teilungsfahigkeit der Fibroblasten durch Behandlung mit dem Mitose-
hemmer Mitomycin C unterbunden. Dazu wurde zu einer konfluenten Schale 3T3
J2-Zellen 100 pl der Mitomycin-Losung auf 5 ml frisches Kultivierungsmedium
gegeben und die Zellen fur 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die Fibroblasten 3 x mit PBS gewaschen, im Verhéltnis 1:2 bis 1:6
gesplittet und mit SCC13-Zellen kokultiviert.

2224 Transfektion eukaryonter Zellen

Als Transfektionsmethode wurde die Transfektion mit Liposomen gewahlt, bei
der sich spontan Komplexe zwischen den Liposomen und DNA ausbilden,
welche mit der Zellmembran verschmelzen konnen (Felgner et al.,, 1987). Am
Vortag der Transfektion wurden pro 3,5 cm Zellkulturschale 1-1,5 x 10> Zellen
ausgesét, pro 6 cm Schale 4-6 x 10° Zellen. Maximal 2 ug DNA wurden in einem
Polystyrol-Réhrchen zu 100 pl (3,5 cm Schale)/ 250 ul (6 cm Schale) Opti-MEM
gegeben, in einem weiteren Polystyrol-Réhrchen wurden 5 pl/ 15 pl
Lipofektamin™ (Invitrogen, Karlsruhe) zu 100 pl/ 250 pl Opti-MEM gegeben. Die
Lipofektamin-Opti-MEM-LAsung wurde zur DNA-Opti-MEM-L6sung

hinzupipettiert und vorsichtig mit einer Pipette gemischt. Das Gemisch wurde 30
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min bei RT inkubiert, so daf} sich DNA-Liposomen-Komplexe bilden konnten.
AnschlieBend wurden 800 ul/ 2 ml Opti-MEM dazugegeben. Die zu
transfizierenden Zellen wurden zweimal mit Opti-MEM gewaschen und mit der
DNA-Lipofektamin-Losung tberschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 5h bei
37°C wurden 1 ml/ 2,5 ml des entsprechenden Zellkultivierungsmediums mit
doppeltem Serumgehalt dazugegeben. Am nachsten Tag erfolgte ein

Mediumwechsel.

2.2.3 Tiermodell

2.2.3.1 Narkose und Infektionsvorbereitung

Die Narkose der Kaninchen erfolgte durch intramuskulare Injektion von 25 mg/kg
Ketaminhydrochlorid und 5 mg/kg Xylazin 2% in einer Mischspritze.
AnschlieBend wurde der Ricken der Tiere erst mit einer Schermaschine und
dann mit einem Handrasierer rasiert. Mit einem Handtatowiergerat und
schwarzer Tatowierfarbe wurden insgesamt 32 Punkte in vier Segmenten des

Kaninchenrlckens markiert (s. Abb. 4).

2.2.3.2 Infektion mit CRPV-Viruspartikeln

Um mogliche ,resistente Kaninchen identifizieren zu kénnen, bei denen sich
keine Papillome entwickeln oder bei denen diese kurz nach der Entstehung
regredieren, was in bis zu 10% der Kaninchen der Fall ist, wurden einzelne
Stellen auf den Kaninchenricken mit CRPV-Viruspartikeln infiziert. Je Stelle
wurden 5 pl einer Virusstockldsung, die 4,8 x 10° CRPV-Virionen/ul in PBS
enthielt, mit einer Tatowiernadel in die Kaninchenhaut eingebracht. Nach
Etablierung einer CRPV-DNA-Injektionsmethode mit hoher Tumorinduktionsrate
wurde auf die Verwendung von CRPV-Viruspartikeln verzichtet. Der

Therapieversuch wurde weiterhin mit Virionen durchgefihrt.
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I 121910 Il Abb. 4. Schematische Darstellung der Injektions-stellen auf
3 4 11112 einem Kaninchenriicken
[ 5 6| 1314 Die Graphik zeigt eine schematische Darstellung des
| 7 8 | 1516 Kaninchenrtickens, der in vier Segmente (I-1V) unterteilt wird, in
( \‘ denen sich je bis zu acht Injektionsstellen fur CRPV-DNA
‘ befinden, die durch die Nummerierung symbolisiert werden.
| 17 18| 1920
| 2122 23 24 |
11\ 25 26 | 27 28 /|y
29 30 | 313
2.2.3.3 Injektion mit CRPV-DNA

Goldprazipitate mit CRPV-DNA in Patronen, wie unter 2.2.4.11. beschrieben,
wurden mit Hilfe einer ,Helios-gene-gun® (BioRad) und 350 psi Heliumdruckgas
in die Haut narkotisierter Kaninchen eingebracht. Je 7 bis 10 ug CRPV-DNA
wurden in jede mit einem Tatowierpunkt markierte Stelle transferiert (Xiao et al.,
1996).
2.2.3.4 Behandlung der Tumoren mit Polyphenon™ E

Uber acht Wochen hinweg wurde einmal taglich finf Tage pro Woche auf jedes
Papillom 125 mg der Polyphenon™ E-Creme oder —Salbe oder des
entsprechenden Placebos aufgetragen.

2.2.35 GroRRenbestimmung der Tumoren

Die GroRRe der auf den Kaninchenriicken entstandenen Tumoren wurde mit Hilfe
einer Schublehre bestimmt. Der maximale Durchmesser jedes Tumors wurde 6,
12 und 24 Wochen nach der Bei den

Infektion/ Injektion bestimmt.
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Therapieversuchen wurde wéahrend des Behandlungszeitraums einmal

wochentlich die Tumorflache gemessen.

2.2.3.6 Entnahme von Tumoren

In regelmanigen Abstanden wurden einzelne Tumoren chirurgisch aus der Haut
narkotisierter ~Kaninchen entnommen, sofort in flissigem  Stickstoff
schockgefroren und anschlieRend bei —80°C gelagert. Die Hautwunde wurde mit

Vicryl (Ethicon) genaht.

2.2.3.7 Euthanasie

Die Kaninchen wurden spéatestens 13 Monate nach der Infektion/ Injektion
euthanasiert, friher bei beginnender Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens,
wie Lahmheit in der Hinterhand oder Ulzeration der Tumoren. Die Euthanasie
erfolgte unter Narkose durch intrakardiale Injektion von T61 (Intervet,

Schwabenheim).

2.2.4 DNA —Methoden

2.2.4.1 Standardmethoden

Folgende Methoden wurden nach Protokollen, die bei Ausubel et al. (1990) und

Maniatis et al. (1989) beschrieben sind, durchgefihrt:

- Analytische Isolierung von Plasmid-DNA nach alkalischer Lyse von Bakterien
(Minipréaparation)

- Aufreinigung der DNA mittels Phenol/ Chloroform

- Ethanolféallung von DNA und RNA

- Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

- Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

- Dephosphorylierung der 5-Enden von DNA-Fragmenten mittels alkalischer

Phosphatase
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- Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

- Gelelektrophorese von Nukleinsauren (Agarosegele, native

Polyacrylamidgele)

- Abtrennen freier Nukleotide durch Sephadex G50 Saulen-Chromatographie

- ldentifizierung inserttragender Plasmide durch Ausstreichen der Klone auf
IPTG/ X-Gal-enthaltenden LB-Platten.

2.2.4.2 Praparative Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit dem ,QIAGEN-
Plasmid-Prep-Kit“ und dem ,QIAGEN EndoFree®Plasmid Kit* nach Anleitung
des Herstellers. Das DNA-Pellet wurde in H,O resuspendiert und die DNA-
Konzentration mit Hilfe eines Photometers (Eppendorf BioPhotometer; OD258)

bestimmt.

2.2.4.3 Fragmentelution aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen (SeaKem GTG Agarose, Biozym)
elektrophoretisch aufgetrennt, die gewlnschten Banden unter UV-Licht (A=366
nm) identifiziert und ausgeschnitten. Anschlieend wurde die DNA mit dem
.QIAGEN Gel Extraction Kit* nach Anleitung des Herstellers eluiert und

aufgereinigt.

2.2.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Eine PCR ermdoglicht die spezifische Amplifikation eines DNA-Fragments, das
zwischen zwei bekannten Sequenzen liegt (Saiki et al., 1985). Die PCR-Reaktion
wurde meist durch die Vent-DNA-Polymerase katalysiert, da dieses Enzym im
Gegensatz zu anderen thermostabilen DNA-abhangigen DNA-Polymerasen eine
3’ 5’ korrekturlesende Exonukleaseaktivitat besitzt (Lohff und Cease, 1992), die
den Einbau von falschen Basen korrigiert. Ein PCR-Ansatz setzte sich bei einem

Gesamtvolumen von 50 ul aus 20 ng Plasmid-DNA, 5 pl 10 x PCR-Puffer, je 20
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pmol Primer, 200 uM dNTP’s und 1 U Vent-Polymerase (New England Biolabs)
zusammen. Um einen Volumenverlust durch Verdampfen zu vermeiden, wurde
ein PCR-Gerat mit Deckelheizung (MJ Research PTC-200, Biozym, Hess.
Oldendorf) verwendet. In der Regel wurden 30 bis 35 Amplifikationszyklen mit
den Schritten Denaturierung (96°C, 30 s), Primer-Hybridisierung (50-55°C, 30 s)
und Elongation (72°C, 1-2 min) durchgefihrt. Vor Beginn der Amplifikation wurde
die Matrizen—DNA durch Erhitzen auf 96°C fir 5 min denaturiert. Zum Schluf3
wurde die PCR-Reaktion fur 5 min bei 72°C inkubiert. Die Effizienz der PCR-
Reaktion wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung von 1/10 Volumen des

Reaktionsansatzes Uberpruft.

2.24.5 In vitro Mutagenese mit Hilfe der PCR

Mit Hilfe dreier kombinierter PCR-Reaktionen kdnnen Punktmutationen in eine
DNA-Sequenz eingefuhrt werden (Higuchi et al.,, 1988) (s. Abb. 5). In zwei
parallelen Ansatzen mit gleicher DNA-Matrize, aber verschiedenen Primern,
wurden Uberlappende Fragmente nach PCR-Standardbedingungen (siehe
2.2.4.4) hergestellt. Ein Uberlappungsbereich wurde durch zwei zueinander
komplementéare ,innere* Primer erzeugt, von denen je einer in den beiden PCR-
Ansatzen verwendet wurde. Diese ,inneren* Primer enthielten die gewlnschten
Nukleotidsubstitutionen. Nach Amplifikation mit je einem WT-Aul3enprimer
(Wildtyp-Primer) und einem die gewlnschten Mutationen-enthaltenen
Innenprimer wurden die Fragmente Uber Agarosegele aufgereinigt (s. 2.2.4.3)
und in der dritten PCR-Reaktion vereinigt. Hierbei hybridisierten die Fragmente
im Uberlappungsbereich und wurden durch die Polymerase zum kompletten
Doppelstrang aufgefullt, welcher anschlieRend Uber die Aul3enprimer amplifiziert
werden konnte. Nach Verdau mit randstandigen Restriktionsenzymen konnte das
mutationshaltige PCR-amplifizierte Fragment zurlck ins Ausgangsplasmid im

Austausch kloniert werden.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Mutagenese-PCRs

In zwei parallelen PCR-Reaktionen (1. und 2. PCR) werden Uber je einen Innenprimer (Pr.3
oder Pr.4), welcher die gewinschten Basenpaaraustausche tragt, und je einen AulRRenprimer
(Pr.1 oder Pr.2) uberlappende Amplifikate erzeugt. In der dritten PCR-Reaktion werden die
AulBenprimer sowie Aliquots der beiden Uberlappenden Fragmente eingesetzt. Nach einer
Auffill-Reaktion wird das entstandene Fusionsprodukt mit den AuRenprimern amplifiziert. DNA-
Einzelstrange sind als Linien, Primer als horizontale Pfeile und die eingefiihrten Mutationen als
Rechtecke dargestellt.

2.2.4.6 Quantitative Echt-Zeit PCR

Bei einer Echt-Zeit PCR kann wahrend der PCR die Menge amplifizierter oder
vorhandener doppelstrangiger DNA bestimmt werden. Die quantitative Echt-Zeit-
PCR kann im LightCycler (Roche, Mannheim) auf zwei verschiedene Weisen
durchgefihrt  werden. Zum einen mit Hilfe sequenzspezifischer
fluoreszenzmarkierter Sonden. Die Sequenz dieser Sonden ist so gewahlt, dass
sie innerhalb des Amplikons mit einem Abstand von 3-5 Basen zueinander am
gleichen DNA-Strang hybridisieren. Die 5’-positionierte Sonde ist am 3’-Ende mit
Fluoreszein gekoppelt, die 3’-positionierte Sonde ist an ihrem 5-Ende mit einem
anderen Fluoreszfarbstoff (z.B. LCRed640) gekoppelt. Die rdumliche Nahe
dieser Sonden wahrend der Hybridisierungsphase ermdglicht nach Anregung
eine Energielibertragung des emittierten Lichts von Fluoreszein der einen Sonde
auf LCRed640 der anderen Sonde, wodurch Licht in einer spezifischen

Wellenldnge emittiert und dessen Starke am Ende der Hybridisierungsphase
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gemessen wird. Zum anderen kann eine Echt-Zeit-PCR mit sequenzspezifischen
Primern und SYBRGreen erfolgen, welches sich in doppelstrangige DNA
einlagert. Nach Anregung emittiert SYBRGreen Licht einer spezifischen
Wellenlange, dessen Starke am Ende der Elongationsphase gemessen wird. Der
Anstieg der Fluoreszenz, der in jedem Zyklus gemessen wird, ist dem Zuwachs
der Amplifikate pro Zyklus proportional. Ersteres wurde mit dem LightCycler-
Fast-StartDNA Master Hybridization Probes Kit (Roche), 30 ng DNA, 0,25 uM
beider sequenzspezifischen Sonden, je 0,5 uM von zwei sequenzspezifischen
Primern, die randstdndig zu den Sonden liegen missen und 3 mM MgCl, in
einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefuhrt. Die PCR-Bedingungen im Light
Cycler wurden folgendermal3en eingestellt: Denaturierung bei 95°C fur 10 min,
Amplifikation 40-45 Zyklen lang mit 10s Denaturierung bei 95°C, 10s Primer-
Hybridisierung bei 52-55°C und 20s Elongation bei 72°C. Die quantitave PCR mit
SYBR Green wurde mit Hilfe des LightCycler-Fast-StartMaster SYBR Green | Kit
(Roche), 0,4 uM jedes sequenzspezifischen Primers und einer 4 mM MgCl,
Konzentration in einem 15 pl Gesamtansatz durchgefihrt. Die PCR-
Bedingungen wurden wie bei der Echt-Zeit-PCR mit Sonden gewahlt. Um die
Spezifitat der Amplikons zu Uberprufen, wurde zusatzlich im Anschluf3 noch eine
Schmelzkurve im LightCycler bestimmt und mit der Schmelzkurve der
gemessenen Standards verglichen. Die Echt-Zeit-PCRs wurden mindestens

zweimal mit jeder DNA durchgefuhrt.

2.2.4.7 DNA-Sequenzierung

Sequenzierung erfolgte mit dem automatischen Sequenziersystem ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt). Das System
beruht auf der Strangabbruch-Methode von Sanger. Hierbei werden mit Hilfe der
Tag-Polymerase in einer PCR fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide in
neusynthetisierte DNA eingebaut. 1 pg doppelstrangige DNA, 2,5 pmol Primer
und 2 pl ,BigDye™ Terminator RR Mix“ (Gesamtvolumen: 10 pl) wurden in einer
Sequenzier-PCR eingesetzt und nach Ethanol-Féallung im ABI PRISM 310

Genetic Analyzer sequenziert.
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2.2.4.8 Hybridisierung von einzelstrangigen Oligonukleotiden

Zur Hybridisierung zweier komplementéarer Oligonukleotid-Strange wurden je 10

Hg zusammen fur 5 min bei 95°C erhitzt und danach langsam auf RT abgekuhlt.

2.2.4.9 Extraktion extrachromosomaler DNA aus eukaryonten Zellen

Zur Isolierung niedrig-molekularer DNA aus Zellen wurde das Protokoll nach Hirt
(1967) modifiziert. Zellen wurden mit 1 ml PBS abgeschabt, 30s mit 20000 x g
zentrifugiert, das Pellet wurde in 1 ml eines Lysepuffers (400 mM NacCl, 10 mM
Tris-HCL (pH 7,5), 5 mM EDTA) aufgenommen und mit 0,5 % [v/v] SDS und 200
ug Proteinase K mehrere Stunden bei 55°C inkubiert. Anschlielend wurde die
NaCl-Konzentration auf 1 M eingestellt, um die hoch-molekulare DNA lber Nacht
bei 4°C zu féllen und durch Zentrifugation mit 20000 x g fur 1 h bei 4°C zu
pelletieren. Der Uberstand, der die niedrig-molekulare DNA enthielt, wurde mit
Phenol-Chloroform und anschlieend nur Chloroform aufgereinigt und mit

Isopropanol geféllt. Das Pellet wurde in 20 pl H,O aufgenommen.

2.2.4.10 Extraktion gesamtzellularer DNA aus Gewebe

Die Extraktion von DNA aus kleinen Mengen zerkleinerten Tumormaterials
erfolgte Uber einen Proteinase K-Verdau mit 20 ug Proteinase K pro 100 ul
Puffer bestehend aus 0,1 M EDTA (pH 8,0), 0,05 M Tris (pH 8,0), 0,5% [v/v] SDS
bei 55°C im Schittelinkubator tber Nacht mit anschlieRender mehrfacher
Phenol-Chloroform-Aufreinigung und Ethanol-Fallung. Alternativ wurde DNA mit
Hilfe des ,Aqua Pure Genomic DNA Kit* nach Anleitung des Herstellers (BioRad)

aus geringen Mengen Tumormaterials isoliert.
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2.24.11 Prazipitation von CRPV-DNA an Gold-Partikel als Mikro-

transportsystem fir die Injektion in Kaninchenhaut

Um CRPV-DNA in die Haut von Kaninchen mittels einer ,Helios—gene-gun®
einbringen zu konnen, muf} diese an einen Mikrocarrier gebunden werden.
CRPV-DNA wurde mit Hilfe des ,QIAGEN-EndoFree®Plasmid Kits* in grbf3eren
Mengen gewonnen und in TE-Puffer (10 mM Tris-HCL (pH8,0); 1 mM EDTA) so
aufgenommen, dass die Konzentration 1 pg/pl betrug. 50 mg von 1 pm grof3en
Goldpartikeln wurden mit 100 pl 0,05 M Spermidin sonifiziert, es wurden 100 pg
der CRPV-DNA hinzugefligt und gemischt. Gold und DNA wurden mit 100 pl 1
M CaCl, 10 min bei RT geféllt. Das Gold-DNA-Pellet wurde mehrmals mit 100%
Ethanol gewaschen und anschliel3end in 6 ml 100% Ethanol aufgenommen. Ein
Tefzel-Schlauch wurde mit diesem Gold-DNA-Ethanol-Gemisch beschickt. Nach
Sedimentation des Goldprazipitats mit der DNA wurde der Ethanol abgezogen
und durch Drehen wurde der Schlauch an der Innenseite gleichmafig
beschichtet. Ethanolreste wurden durch N,-Gas getrocknet. Der Schlauch wurde
in etwa einhundert 1 cm gro3e Patronen unterteilt, von denen jede 1 ug DNA

enthielt.

2.2.4.12 Radioaktive Markierung von DNA

2.2.4.12.1 5 Endmarkierung

Die 5-Endmarkierung von Oligonukleotiden erfolgte durch die T4-
Polynukleotidkinase (T4-PNK) (MBI, Fermentas). Dieses Enzym katalysierte den
Transfer der terminalen Phosphatgruppe des y-*?P-ATPs auf das endstandige
Nukleotid eines doppelstrangigen Oligonukleotids. Die Reaktion lief in folgendem
Ansatz ab: 200 ng doppelstrangiges Oligonukleotid, 2 pl 10 x Forwardpuffer, 5 pl
Adenosin 5'-[ y-**P]-Triphosphat (10 pCi/pl) (Amersham Biosciences), 1 pl T4-
PNK und H,O ad 20 pl. Nach 30 min bei 37°C wurden freie Nukleotide durch
Reinigung mit einer Sephadex G50-Séaule (NucTrap®Probe Purification-Saule,

Stratagene, Amsterdam) entfernt.
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2.2.4.12.2 Durchgehende Markierung

Fur die Verwendung in Southern- und Northern-Blot-Hybridisierungen wurden
etwa 80 ng linearisierte DNA mit 50 pCi Deoxycytidin 5'-[ a®*P]-Triphosphat
(spezifische Aktivitat 6000Ci/mmol; Amersham Biosciences) und ,Ready-To-Go
DNA labelling beads (-dCTP)“ (Amersham Biosciences) nach Anleitung des
Herstellers markiert und anschlieBend Uber eine Sephadex G50-Saule

(NucTrap®Probe Purification-Saule, Stratagene) aufgereinigt.

2.2.4.13 DNA-Blot-Hybridisierungen nach Southern

Der Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen aus Biopsiematerial oder aus
transienten Replikationsassays erfolgte nach der Methode von Southern (1975).
Dazu wurde die DNA mit Restriktionsenzymen gespalten und auf einem
0,8%igem Agarosegel bei 60V fur 14 h elektrophoretisch aufgetrennt. Nach 30
min Inkubation in 0,25 M HCI bei RT auf einem Horizontalschittler wurde ein
aufwarts gerichteter DNA-Transfer auf eine GeneScreenPlus® Nylon-Membran
(NEN) mit Hilfe von 0,4 M NaOH als Transferpuffer fir 5-6 h durchgefihrt.
Anschlielend wurde die Membran in 2 x SSC gewaschen und fir 30 min in
einem Inkubator bei 80°C getrocknet. Mit 20 ml Hybridisierungslosung (4 x
SSPE, 5 x Denhardt’s, 10% Dextransulfat) und 300 ul Lachssperma-DNA wurde
die Membran in einem Hybridisierungsinkubator bei 42°C fir mindestens 1 h
prahybridisiert. Hybridisierung mit der *P- markierten DNA-Sonde (10 x 10° cpm
(counts per minute = Zerfalle pro Minute)) fand in 10 ml Hybridisierungslosung
mit 200 ul Lachssperma-DNA im Hybridisierungsinkubator bei 42°C Gber Nacht
statt. Am nachsten Tag fanden je zwei Waschungen der Membran in drei
verschiedenen Losungen statt: Waschlosung A: 2 x SSC, 0,1% SDS, RT, 15 min;
Waschlosung B: 0,1 x SSC, 0,1% SDS, RT, 15 min; Waschlésung C: 0,1 x SSC,
1% SDS, 50°C, 20 min. Danach wurde die hybridisierte DNA mit Hilfe eines
Rontgenfilms oder des Phosphoimagers Fuji BAS 1800 sichtbar gemacht und mit
Hilfe der Software AIDA gquantifiziert.
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2.2.5 RNA-Methoden

2.25.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Die Isolierung gesamtzellularer RNA erfolgte nach der von Chomczynski und
Sacchi (1987) beschriebenen Methode der sauren Phenolextraktion unter
Verwendung einer monophasischen Phenol- und Guanidinisocyanatlésung
(Trizol®, Invitrogen, Karlsruhe) nach Anleitung des Herstellers. Nach Fallung der
RNA mit Isopropanol und Waschen mit 75%-igem Ethanol wurde das RNA-Pellet
in  Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem H,O aufgenommen. Zur
Uberprifung der RNA-Qualitat wurden 3 pg des RNA-Isolats mit RNA-
Probenpuffer (50% Formamid; 2,2 M Formaldehyd; 1 x MOPS-Puffer (20 mM
MOPS (pH 7,0); 5 mM Na-Acetat; 1 mM EDTA); 0,05% [v/v] Bromphenolblau)

versetzt und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.25.2 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (1-Schritt-RT-
PCR)

Die reverse Transkription der RNA mit anschlieBender PCR-Amplifikation
ermdglicht die Amplifikation vorhandener Transkripte. Die RT-PCR wurde in
einem Ansatz in einer Reaktion (sogenannte ,one-step RT-PCR*) mit Hilfe der
Ready-To-Go'™ RT-PCR beads von Amersham Biosciences durchgefiihrt. Zu
diesen Fertigansatzkigelchen wurden noch je 20 pmol Primer, 100-500 ng
Gesamt-RNA hinzugefiigt und mit DEPC-H,O auf 50 pl aufgefillt. Die reverse
Transkriptionsreaktion fand in einem PCR-Gerat bei 42°C fur 1 h statt. Zur
Inaktivierung der reversen Transkriptase folgte ein  zehnminuatiger
Inkubationsschritt bei 95°C. Es schlol3 sich direkt die Amplifikation nach dem
ublichen PCR-Protokoll (s. 2.2.4.4) an.
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2.253 2-Schritt-RT-PCR

1. Schritt: cDNA Synthese

Fur die cDNA-Synthese aus isolierter RNA wurde diese zuerst mit
Desoxyribonuklease | (Invitrogen, Karlsruhe) bei Raumtemperatur 15 min
inkubiert und anschlieend mit 3 M Natriumacetat und Ethanol gefallt. Darauf
erfolgte die reverse Transkription mit der Superscript™ II RNaseH Reverse
Transkriptase (Invitrogen) und Oligo-(dT) Primern nach Anweisung des
Herstellers bei 42°C fur 50 min mit anschlieender Inaktivierung bei 70°C fur 15
min und Natriumacetat- und Ethanol-Fallung.

2.Schritt: PCR am LightCycler

Die so gewonnene cDNA wurde in quantitativen PCR-Reaktionen mit

spezifischen Primern eingesetzt.
2254 PolyA"mRNA-Isolation aus gesamtzellularer RNA

Die Isolierung von PolyA'mRNA aus gesamtzellularer RNA erfolgte mit dem
,Oligotex mMRNA Kit“ (QIAGEN, Hilden) nach Anleitung des Herstellers. Prinzip ist
die Bindung des poly-A Schwanzes von mRNA an dT-Oligomere, die an
Polystren-Latex Partikel kovalent gebunden sind, wodurch die Isolation und

anschlieende Elution von mRNA ermdglicht wurde.
2255 Northern-Blot-Hybridisierung

Der Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen in den isolierten polyA'mRNAs
erfolgte mit dem ,Northern Max-Gly™ Northern Blotting Kit* (Ambion, Frankfurt)
nach Anleitung des Herstellers. Das Prinzip ist bei Alwine, Kemp and Stark, 1977
beschrieben. Je 600 ng der isolierten polyA'mRNA (s. 2.2.5.4) wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine GeneScreenPlus® Nylon-Membran
(NEN) Membran transferriert, mit einer *P-markierten CRPV-DNA-Sonde
hybridisiert (s. 2.2.4.12.2) und nach mehreren Waschschritten auf einem

Rontgenfilm oder im Fuji BAS 1800 Phospoimager sichtbar gemacht.
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2.2.6 Protein-Methoden

2.2.6.1 Standardmethoden

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Protokollen,
die bei Sambrook et al.,, 1989 und Ausubel et al., 1990 beschrieben sind,
durchgefihrt.

2.2.6.2 Nukleare Extrakte aus Saugerzellen

Fur die Gewinnung von Kernproteinen wurde eine Methode gewahlt, die auf die
schnelle Extraktion intakter, funktionell aktiver Faktoren ausgerichtet ist (Sealey
und Chalkley, 1987). FUr die Extraktion wurden die Zellen in einer 6 cm-
Zellkulturschale einmal mit PBS gewaschen, in 1 ml kaltem PBS mit einem
Gummischaber abgeschabt und durch Zentrifugation pelletiert (20000 x g, 30s,
4°C). Das Zellpellet wurde 5 min auf Eis in 250 ul Lysispuffer aufgeschlossen (10
mM Hepes (pH 7,9), 300 mM Saccharose, 50 mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 0,25 mM
EGTA, 0,5% [v/v] Igepal CA630, 1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 0,5 mM
Natriumorthovanadat, 50 mM NaF und Proteinaseinhibitoren (Sigma Aldrich)).
Die intakten Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei 3000 x g und 4°C fir 5
min pelletiert. Die nuklearen Proteinextrakte wurden daraus durch 30-minutige
Inkubation auf Eis in 30 ul Elutionspuffer gewonnen (20% [v/v] Glyzerol, 10 mM
Hepes (pH 7,9), 500 mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 1
mM DTT, 50 mM NaF, 0,5 mM Natriumorthovanadat und Proteinaseinhibitoren).
Nach Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C fir 5 min wurde der Uberstand, der
die Kernproteinextrakte enthielt, in einem Trockeneis-Ethanol Gemisch

schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.6.3 Western-Blot-Analyse

Der Western-Blot dient dem Nachweis von Proteinen durch spezifische
Antikdrper (Burnette et al., 1981). Die Proteine wurden in 12%-igen SDS-
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Polyacrylamidgelen  elektrophoretisch  aufgetrennt.  Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, Amersham Pharmacia) mittels Elektroblot
erfolgte in CAPS-Transferpuffer (10 mM 3-(Cyclohexylamino)-1-
Propansulfonsaure (CAPS); 10% Methanol (pH 10,3) [v/v]) bei 70V fir 2 h. Durch
Inkubation der Nitrozellulosemembran in 5%-igem [w/v] Milchpulver in TBS mit
0,1% Tween 20 [v/v] (MTBS-T) uber Nacht bei 4°C wurden freie, unspezifische
Bindungen abgesattigt. Dann wurde die Membran
2 h lang mit 1:1000 in MTBS-T verdinntem Primarantikorper inkubiert und nach
mehrmaligen Waschen mit TBS-T wurden die gebundenen Antikoérper durch
einen Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper detektiert. Dazu wurde die
Membran in diesem 1:1500 in MTBS-T verdinnten Sekund&arantikdrper eine
weitere Stunde inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in TBS-T wurden
die Proteine mittels Chemolumineszenz (ECL, Amersham Biosciences)
nachgewiesen und durch einen Roéntgenfilm sichtbar gemacht (Hyperfiim ECL,

Amersham Biosciences).

2.2.6.4 Luziferase- Expressionsanalyse

Der ,Luziferaseassay” ist eine Methode zur Analyse transkriptionsmodulierender
Proteine. Hierzu werden genregulatorischen Sequenzen in einen Reportervektor
(pGL3-basic) oberhalb des Luziferasegens kloniert.  Entsprechende
Reporterplasmide werden dann alleine oder zusammen mit eukaryonten
Expressionsplasmiden in Zellen in 3,5 cm Kulturschalen durch Lipofektamin
eingebracht. Nach 48h werden die Zellen durch Zugabe von 150 pl Lysispuffer
(0,1 M Kaliumphospat (pH7,8), 1% Triton X-100 [v/v], 1 mM DTT)
aufgeschlossen. Die Luziferaseaktivitat von 20 bis 40 ul der Extrakte wurde in
einem Luminometer (Fa. Berthold) in 100ul Enzympuffer (0,1 M Kaliumphosphat
(pH7,8), 1 mM DTT, 5 mM rATP, 15 mM MgSO, 1 mM D-Luciferin) bestimmt
(Messdauer 5s) (Ausubel et al., 1998). Diese transienten
Luziferaseexpressionsassays wurden fur jede Sequenz mindestens 3 bis 5 mal

in Doppelbestimmungen wiederholt.
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2.2.7 DNA-Protein-Interaktion

2.2.7.1 Gelretardationsanalyse

Diese Methode (modifiziert nach Fried und Crothers, 1981) dient der direkten
Darstellung von DNA-Protein-Komplexen. Sie beruht auf dem Prinzip, dass DNA,
die mit einem oder mehreren Proteinen assoziiert ist, in einem nativen
Polyacrylamidgel eine wesentlich kirzere Wanderungsstrecke zurlcklegt
(,Verzogerungseffekt”) als die entsprechenden ungebundenen DNA-Sequenzen.
Ausschlaggebend fur das Wanderungsverhalten sind dabei Molekulgrof3e und
Ladung der komplexierten Proteine. Ein reprasentativer Ansatz setzte sich bei
einem Gesamtvolumen von 20 pl aus 5 ul Kern-Proteinextrakten, die aus
transfizierten Zellen isoliert wurden (s. 2.2.6.2), aus 20000 cpm eines **P-
endmarkierten  doppelstrangigen  Oligonukleotids (s. 2.2.4.12.1.) und
Endkonzentrationen von 10 mM Hepes (pH 7,9), 20% Glycerol [v/v], 100 mM
KCI, 1,5 mM DTT und 2 pg Poly(dl-dC) zusammen. Das Reaktionsgemisch
wurde 15 min auf Eis inkubiert und anschlieRend in einem 7%-igen nativen
Polyacrylamidgel (55 Teile Acrylamid auf 1 Teil Bisacrylamid) mit 0,25 x Tris-
Borat-EDTA (1 x TBE: 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA) als Laufpuffer
elektrophoretisch bei 200 V aufgetrennt. Anschliel3end wurde das Gel getrocknet
und autoradiographiert oder in einem Phospoimager (Fuji BAS 1800) sichtbar

gemacht und quantifiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Gezielte Mutagenesen in CRPV-E2 und Charakterisierung der
Mutanten in vitro

Bereits bei BPV 1, HPV 11, 16, 18 und 31 konnte gezeigt werden, dass durch die
Mutation einzelner hoch konservierter Aminosduren im N-Terminus des zentralen
Regulatorproteins E2 die Funktionen Unterstiitzung der viralen DNA-Replikation
und Transaktivierung der Transkription genetisch voneinander getrennt werden
kénnen. So fuhrt Mutation der Aminoséure 37 (Arginin [R]) oder der Aminosaure
73 (Isoleucin [I]) von E2 dieser Papillomviren zu einem Verlust der
Transaktivierungsaktivitdt bei erhaltener Replikationseffizienz, Mutation der
Aminosaure 39 (Glutaminsaure [E]) hat den umgekehrten Effekt (Brokaw et al.,
1996; Cooper et al.,, 1998; Harris und Botchan, 1999; Sakei et al., 1996;
Stubenrauch et al., 1998). Ziel der im folgenden beschriebenen Versuche ist es,
entsprechende Mutationen in CRPV-E2 einzufihren und ihren EinfluR auf

Transaktivierungs- und Replikationseffizienz zu untersuchen.

3.1.1 Einfihrung gezielter Mutationen in CRPV-E2

Auch in CRPV-E2 sind die Aminosauren 37, 39 und 73 verglichen mit allen
bisher untersuchten E2 konserviert. Mit Hilfe von Mutagenese-PCRs wurden die
fur diese Aminosauren in CRPV-E2-pSG5 kodierenden Tripletts entweder durch
ein Triplett, das fur Alanin kodiert, (E2-R37A-pSG5, E2-E39A-pSG5 bzw. E2-
I73A-pSG5) oder durch eins, das fur die chemisch ahnlichste Aminosaure
kodiert, ausgetauscht: Arginin durch Lysin (E2-R37K-pSG5), Glutaminsaure
durch Glutamin (E2-E39Q-pSG5), Isoleucin durch Leucin (E2-173L-pSG5) (s.
Abb.3). Alle Mutationen und PCR-amplifizierten Genbereiche wurden sequenziert

und mit der Ausgangssequenz verglichen.
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3.1.2 Stabile Expression der mutierten CRPV E2-Proteine

Die stabile Expression der mutierten E2-Proteine wurde mittels Western-Blot-
Analyse in Extrakten aus transfizierten Zellen Uberpruft. Dazu wurden sflEp
Zellen, eine epitheliale Zelllinie aus einem cottontail rabbit, in 6 cm Schalen mit 1
ug Wildtyp E2-pSG5 bzw. je 1 pg eines der mutierten E2-Expressionsvektoren
oder des leeren pSG5 Vektors transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden
nukleére Extrakte isoliert und identische Volumina davon in einem Western-Blot
eingesetzt. Als Antikorper diente ein polyklonales CRPV-E2 Antiserum. Eine
einzelne spezifische Bande in Hohe von etwa 50 kD konnte identifiziert werden,
die in den Extrakten aus nur mit dem leeren Vektor transfizierten Zellen fehlte.
Auch wich die GroR3e von den errechneten 45 kD fur CRPV-E2 nicht stark ab. Die
in CRPV-E2 eingefihrten Mutationen verursachten also keine deutliche
Proteininstabilitdt (Abb. 6A).

A B
pSG5 WtE2 R37K R37A E39Q E39A I73L 173A

S0 W — . -

Abb. 6: (A) Western-Blot-Nachweis der E2-Mutanten in nuklearen Extrakten
transfizierter Zellen

sf1Ep Zellen wurden mit jeweils 1 pg CRPV Wt-E2-pSG5 oder den E2-Mutanten R37K-, R37A-,
E39Q- E39A-, 173L- und 173A-pSG5 transfiziert. Identische Volumina an nukle&ren Extrakten
wurden mit einem polyklonalen CRPV-E2 Antikorper nachgewiesen. Als Negativkontrolle diente
Extrakt von Zellen, die mit dem leeren pSG5-Vektor transfiziert wurden. Der Pfeil zeigt die
Position der E2-Proteine an. Die GrtRe des Molekulargewichts-Standards ist in Kilodalton
(links) angegeben.
(B) Gelretardationsanalyse der Bindungsfahigkeit der E2-Mutanten an eine E2-

Bindestelle
Identische Volumina der nukledren Extrakte wurden einer Gelretardationsanalyse unterzogen.
Als Negativkontrollen wurde das **P-markierte Oligonukleotid in einer Spur ohne Proteinextrakt
aufgetragen (oligo), in einer anderen mit Proteinextrakt aus Zellen, die nur mit dem leeren
Vektor transfiziert waren (pSGS5). a und b geben die Positionen der E2-DNA-Komplexe an, f das
freie, ungebundene *P-markierte Oligonukleotid, das eine E2-Bindestelle beinhaltet.
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3.1.3 DNA-Bindungsfahigkeit der mutierten E2-Proteine

Alle bekannten Funktionen des E2-Proteins setzen die Fahigkeit voraus, dass E2
mit seinem C-Terminus an die palindromische DNA-Sequenz ACCNgGGT
spezifisch  binden kann (McBride et al., 1991). Mittels eines
Gelretardationsassays wurde die Fahigkeit der mutierten E2-Proteine in
nuklearen Extrakten aus transfizierten sf1IEP Zellen (siehe 3.1.2.) untersucht, an
ein mit **P 5-endmarkiertes Oligonukleotid, das eine E2-Bindestelle enthélt, zu
binden. Es konnten sowohl im Extrakt der mit Wildtyp transfizierten als auch in
jedem der mit Mutanten transfizierten Zellen zwei spezifische Komplexe
identifiziert werden, die in den Extrakten der mit leerem Expressionsvektor
transfizierten Zellen fehlten. Der zweite Komplex (b) kann eventuell auf eine
stattgefundene Degradation oder posttranslationale Verédnderungen der E2-
Proteine zurtickgefuhrt werden. Es konnte also gezeigt werden, dass Mutation
der Aminosaure 37, 39 oder 73 von CRPV-E2 keine gravierende Auswirkung auf
die sequenzspezifische DNA-Bindungsfahigkeit hat (Abb. 6B). Die anscheinend
schwéchere Bindungsstarke der E39Q Mutante in Abb. 6B bestatigte sich in

wiederholten Experimenten nicht.

3.1.4 Auswirkung der Mutationen in CRPV-E2 auf die Transaktivierungs-

aktivitat

Es wurde schon friher gezeigt, dass CRPV-E2 synthetische Reporterkonstrukte
mit mehreren E2-Bindungsstellen vor einem minimalen Promotor transaktiviert,
ebenso transaktiviert es die NCR von CRPV mit dem spaten (PL) und den ersten
beiden frihen Promotoren (P1, P2) (Fujii et al.,, 2001; Giri et al.,, 1988). Die
Transaktivierungseffizienz von CRPV-E2 bzw. von den erstellten Mutanten
wurde mittels eines Luziferaseassays ermittelt. Dazu wurden SCC13 Zellen, eine
Plattenepithelkarzinomzelllinie, in 3,5cm Zellkulturschalen mit 200 ng des
synthetischen Reporterplasmids p6xE2BS-luc transfiziert, das aus sechs E2-

Bindestellen vor einem friithen SV40 Promotor besteht, der das Luziferasegen
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Abb.7: Transaktivierungsaktivitat der

2,001 E2-Mutanten in transienten Luziferase-
Reporterassays
SCC13 Zellen wurden mit dem
1,50 - Expressionsvektor fir CRPV Wt-E2 oder

fur die E2-Mutanten R37K, R37A, E39Q,
E39A, I73L oder 173A und dem E2-
1,00 - abhangigen Reporter-plasmid p6xE2BS-
luc transfiziert und die jeweilige
Luziferaseaktivitdit wurde bestimmt. Das
0,50 1 Reporter-plasmid, das unterhalb der
Graphik schematisch dargestellt wird,
besteht aus sechs E2-Bindestellen

relative Luziferaseaktivitat

0,00 - (schwarze Quadrate) vor einem frihen
9% A& 03\?‘ O)Q(bo)?‘ oy of SV40 Promoter (SV40), der das

g\ Q?-’ & (83 & A7 Q Luziferasegen (luc) treibt. Die Balken
geben die relative Luzifera-seaktivitat

I" bezogen auf Wt E2 an, dessen Aktivitat

gleich 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken
..m SVA40 early H luc | spiegeln die Standardabweichung wider.

treibt (Abb. 7 unten). Mit 10 ng Wildtyp-E2-pSG5 oder Mutanten-E2-pSG5 oder
leerem Expressionsvektor pSG5 wurden die Zellen kotransfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Luziferaseaktivitaiten des Reporterkonstrukts im
Luminometer bestimmt. Der Wert nach Kotransfektion mit dem leeren pSG5-
Vektor entsprach der Basalaktivitdt des Reporterplasmids. Diese Basalaktivitat
wurde durch Kotransfektion mit Wildtyp-E2-pSG5 um durchschnittlich das
sechzigfache erhoht. Kotransfektionen mit den Mutanten E2-R37A-pSG5 oder
E2-173A-pSG5 erreichten hingegen nur 18% bzw. 8% der Luziferaseaktivitat, die
nach Kotransfektion mit Wildtyp-E2 vorlag. Mutation von Isoleucin an Position 73
von E2 zur biochemisch ahnlicheren Aminosaure Leucin hingegen reduzierte die
Luziferaseaktivitat nur auf 33% der Wildtyp-Aktivitat, und Austausch von Arginin
37 gegen Lysin zeigte keinerlei Auswirkung auf die Transaktivierungseffizienz.
Auch Mutation von Glutaminsaure 39 zu Glutamin oder Alanin hatte keinen
deutlichen Einflull auf die Transaktivierungseffizienz (Abb. 7). Dies ist in
Ubereinstimmung mit Befunden bei BPV 1, HPV 11, 16, 18 und 31 (Brokaw et
al., 1996; Cooper et al., 1998; Harris und Botchan, 1999; Sakei et al., 1996;
Stubenrauch et al., 1998).
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3.1.5 Replikationseffizienz der CRPV-E2 Mutanten

Ein transienter Replikationsassay wurde durchgefuhrt, bei dem die Effizienz der
E1l- und E2-abhangigen Replikation des CRPV-Replikationsursprungs bestimmt
wurde. Dazu wurden SCC13 Zellen in 6 cm Zellkulturschalen mit je 500 ng eines
Konstrukts transfiziert, das die vollstdndige NCR von CRPV (CRPV -NCR-pGL3)
inklusive des von Chiang et al., 1992, bestimmten Replikationsursprungs in
einem pGL3-basic-Vektor enthélt. Kotransfektionen wurden mit je 1 pg des
Expressionsplasmids fur CRPV-E1 (E1-pSG5) sowie zusétzlich je 200 ng eines
Expressionsplasmids fir entweder Wildtyp-E2-pSG5 oder Mutanten-E2-pSG5
durchgefiuihrt. Extrachromosomale DNA wurde 72h nach der Transfektion nach
dem Protokoll von Hirt, 1967, isoliert. Diese DNA wurde dann mit Dpnl gespalten,
um in den Zellen replizierte DNA von der transfizierten Ausgangs-DNA aus
Bakterien unterscheiden zu kénnen. Zusatzlich wurde die zu quantifizierende
CRPV -NCR-pGL3-DNA mit Hpal linearisiert. Anschlieend wurde die DNA
elektrophoretisch aufgetrennt und ein Southern Blot durchgefihrt. Als Sonde
wurde Hpal linearisierte CRPV -NCR-pGL3-DNA durchgehend mit **P markiert
und 10 x 10° cpm eingesetzt. Nur nach Kotransfektion sowohl mit E1-pSG5 als
auch mit E2-pSG5 konnte zellular replizierte CRPV -NCR-pGL3 nachgewiesen
werden. Schon friher wurde beschrieben, dass das Fehlen eines dieser beiden
Proteine keine transiente Replikation zulaf3t (Stenlund, 1996). Wie man in Abb. 8
sieht, waren die Mutanten E2-R37K-pSG5, E2-R37A-pSG5, E2-173L-pSG5 und
E2-173A-pSG5 in der Lage, die Replikation des replikationsursprungshaltigen
Plasmids CRPV-NCR-pGL3 auf 42%-91% des W.ildtyp-E2-Niveaus zu
stimulieren. E2-E39Q-pSG5 und E2-E39A-pSG5 hingegen stimulierten die
Replikation deutlich geringer, sie erreichten nur 18% bzw. 13% des Wildtyp-E2-
Niveaus. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich Mutationen
der hoch konservierten Aminosauren 37, 39 und 73 von CRPV-E2 &hnlich
verhalten wie die entsprechenden Mutationen bei anderen Papillomviren:
Mutation der Aminoséure 37 (Arginin) zu Alanin oder der Aminosaure 73
(Isoleucin)  zu Leucin oder Alanin zog einen  Verlust der

Transaktivierungseffizienz bei nahezu erhaltener Replikationseffizienz nach sich.
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Abb. 8: Replikationseffizienz der E2-Mutanten in transienten Replikationsassays

SCC13 Zellen wurden nur mit dem Plasmid CRPV-NCR-pGL3 alleine (-) oder zusatzlich mit
dem Expressionsvektor fir CRPV-E1 und dem fur CRPV-Wt-E2 oder einem der Mutanten-E2
Expressionsvektoren R37K, R37A, E39Q, E39A, I73L oder 173A transfiziert. Niedrig-molekulare
DNA wurde extrahiert und nach Restriktionsverdau mit Dpnl und Hpal mittels Southern-Blot-
Hybridisierung analysiert. Der Pfeil zeigt die Position der Dpnl-resistenten CRPV-NCR-pGL3-
DNA an. Die Prozentwerte geben die relative Menge an repliziertem Ursprungsplasmid an,
wobei die Menge aus mit Wt-E2 transfizierten Zellen gleich 100% gesetzt wurde.

Mutation der Aminosaure 39 (Glutaminséure) zu entweder Glutamin oder Alanin
zeigte den umgekehrten Effekt: Verlust der Replikationseffizienz bei erhaltener

Transaktivierungseffizienz.

3.2 Identifizierung eines unbekannten Transkripts in CRPV-induzierten

Tumoren und Charakterisierung seiner Funktionen in vitro

Transkripte, die fur ein E2-Repressorprotein kodieren, wurden schon friher in
BPV 1, HPV 11, 16, 31 und 33 infizierten Zellen gefunden (Choe et al., 1989;
Doorbar et al., 1990; Hubbert et al., 1988; Rotenberg et al., 1989; Snijders et al.,
1992; Stubenrauch et al., 2000). Gemeinsam ist diesen Transkripten, dass sie
aus der Hinge-Region und dem C-Terminus von E2 bestehen, denen durch
alternatives Spleil3en ein kleines E8-Gen vorgesetzt ist, dessen Leserahmen
uberlappend zu E1 liegt. Dieses E8-Gen kodiert je nach Virustyp vor dem Spleil3
fur 10-12 Aminosauren. Sequenzanalyse der CRPV-DNA suggerierte, dass auch
bei CRPV ein vergleichbares Transkript exprimiert werden konnte. Es wurde

versucht, dieses in CRPV-induzierten Tumoren nachzuweisen.
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3.2.1 Identifizierung eines neuen Transkripts in CRPV

Aus CRPV-induzierten Papillomen und Karzinomen von Hauskaninchen sowie
aus einem Papillom eines cottontail rabbits wurden RNAs isoliert und jeweils als
Matrize in einer RT-PCR mit den Primern E9atg und p3883, die den
maoglicherweise genutzten Spleild einrahmen, eingesetzt. Ein Fragment von 200
bp Lange konnte in den RNAs aller Biopsien amplifiziert werden, das zur
genaueren Bestimmung in den pCR®2.1-Topo Vektor kloniert und anschlie3end
sequenziert wurde. Die Analyse dieser Sequenz zeigte, dass in der Tat der
SpleiRdonor bei nt 1751 im dberlappenden Leserahmen zu E1 und der
SpleiRakzeptor bei nt 3714 im Leserahmen von E2 genutzt wurde. Zur Kontrolle,
ob diese neu gefundene gespleiRte cDNA das gesamte 3’-Ende von E2 enthalt,
wurde eine weitere RT-PCR mit RNA aus einem Papillom eines Hauskaninchens
und den Primern E9atg und E9”"E2Crev durchgefuhrt. Das amplifizierte Fragment
von 600 bp Lange, welches das gesamte 3'-Ende von E2 enthielt, wurde erneut
in den pCR®2.1-Topo Vektor kloniert. Durch PCR mit den Primern E9atgEcoRI
und EZ2rev, die Restriktionsschnittstellen fir EcoRI beziehungsweise BamHI
beinhalten, erfolgte anschlieRend eine Umklonierung in den Expressionsvektor
pSG5. Dieses Konstrukt, das die cDNA von dem vermutlichen Startkodon von E9
Uber den Splei3 bis zum 3’-Ende von E2 im Expressionsvektor pSG5 enthalt,
wurde sequenziert und analog zu dem vergleichbar aufgebauten ES"E2C bei
HPV 31 als E9Q"E2C-pSG5 bezeichnet. Das neu gefundene Gen, das vor dem
Splei3 fur 10 Aminosauren kodiert, wurde E9 genannt, da es im CRPV Genom
bereits ein E8-Gen gibt, welches in einem Uberlappenden Leserahmen zu E6
liegt (Abb. 9). Das E9"E2C-pSG5-Konstrukt wurde anschlieBend funktionell

charakterisiert.

3.2.2 Wirkung von CRPV-E9"E2C auf verschiedene Promotorkonstrukte

Frihere Studien zeigten, dass E8"E2C von BPV 1 die Promotoren der nicht-
kodierenden Region von BPV1 reprimiert (Choe et al., 1989). Ebenso reprimiert

E8"E2C von HPV 31 seinen naturlichen homologen Promotor p97, sowie auch
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Abb. 9: Isolation einer cDNA fur E9*"E2C aus RNA von Kaninchentumoren

(A): Die Graphik zeigt das linearisierte Genom von CRPV, die Rechtecke symbolisieren die
offenen Leserahmen.

(B): Das Transkript E9"E2C mit Spleil3donor (SD) und —akzeptor (SA) wird in dieser Graphik
gezeigt. Die Zahlen geben die Nukleotidpositionen an.

(C): Das Translationsprodukt dieses Transkripts (s. (B)) ist das Protein E9"E2C, ein
Fusionsprotein aus dem kleinen E9 Protein (schwarzes Rechteck), fur das Uberlappend
zum E1 Leserahmen kodiert wird, und dem C-Terminus und der Hinge von E2 (gestreiftes
Rechteck).

heterologe Promotoren und synthetische Reporterkonstrukte (Stubenrauch et al.,
2000; Stubenrauch et al.,, 2001). Um zu untersuchen, ob CRPV-E9"E2C
ebenfalls Repressoreigenschaften besitzt, wurden Luziferasereporterassays
durchgefiihrt. Dazu wurden SCC13 Zellen und CRL6502, eine epitheliale Zelllinie
aus einem cottontail rabbit, sowie in einem Fall primare humane Keratinozyten in
3,5 cm Zellkulturschalen mit 200ng verschiedener Reporterplasmide (Abb. 10)
und 10 ng des Expressionsvektors E9Q"E2C-pSG5 oder als Vergleichswert 10 ng
des leeren Expressionsvektors pSG5 mit Hilfe von Lipofektamin transfiziert.
Gemeinsam ist den verwendeten Reporterplasmiden, dass sie mehrere E2-
Bindestellen vor unterschiedlichen viralen Promotoren besitzen, die das
Luziferasegen treiben. Eine Repression der Basalaktivitdt durch E9Q"E2C konnte
bei jedem Reporterkonstrukt gezeigt werden, unabhéngig davon, ob es sich um
den homologen CRPV-Promotor P1 in seinem natlrlichen Kontext oder den
heterologen p97-Promotor von HPV 31 handelte, der fir die Transkription der
viralen Onkogene E6 und E7 zustdndig ist. Auch minimale synthetische
Reporterkonstrukte mit einem frihen SV40 oder einem adenoviralen Promotor
wurden reprimiert. Nur das Ausmalf} der Repression variierte je nach Zelllinie und
Promotorkonstrukt zwischen 52,2% und 4,4% der entsprechenden basalen
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% Aktivitat relativ
zur Basalaktivitat

Zelltyp (+/- Standardabweichung)

P1

PCRPV-NCR- L> SCC13 36,5 % (+/- 12,5)
luc

CRL6502 20,5 % (+/- 13,9)
p97

pGL31URR —B - ...f NHK 4,4% +/-11

-luc

Scc13 52,2% (+/-23,6)
P6XE2Bs-luc

CRL6502 35 % (+/-10,5)

Scc13 28% (+/-8,9)
pC18-SP1-luc GG

CRL6502  5,7% (+/-2,1)

Abb. 10: Repression verschiedener Reporterkonstrukte durch E9“E2C in
Luziferaseassays

SCC13, CRL6502 Zellen oder Normale Humane Keratinozyten (NHK) wurden mit je 200 ng
eines Reporterplasmids transfiziert. Diesen Reporterplasmiden ist das Vorhandensein mehrerer
E2-Bindestellen (schwarze Quadrate) vor verschiedenen viralen Promotoren (Pfeil), die das
Luziferasegen treiben, gemeinsam. Die Luziferaseaktivitat nach Kotransfektion mit 10 ng des
Expressionsvektors E9"E2C-pSG5 wird im Verhdltnis zur Luziferaseaktivitdit nach
Kotransfektion mit 10 ng des leeren Expressionsvektors pSG5 angegeben. Jedes Experiment
wurde mindestens dreimal in Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Promotoraktivitat (Abb. 10). Jeder Luziferaseassay wurde mindestens dreimal in

Doppelbestimmungen durchgefihrt.

3.2.3 Bedeutung des E9-Teils von E9"E2C bei der Repression eines
Promotorkonstrukts

Um nachzuweisen, dass der E9-Teil von CRPV-E9"E2C, der fir 10 Aminosauren
kodiert, eine essentielle Rolle bei der Repression spielt und nicht ein verkirztes
E2C-Protein alleine dafur ausreichend ist, wurde eine Deletionsmutante
konstruiert, bei der die Aminosauren 3 bis 10 von E9 deletiert wurden und Lysin
2 gegen Alanin ausgetauscht wurde, da Alanin hinter dem Startkodon die
Stabilitat eines Proteins erhoht. Diese Mutante E9K2A(d3-10)"E2C-pSG5
besteht also abgesehen von Methionin und Alanin nur noch aus dem E2C-Tell

von E9”E2C. In mehreren Luziferasereporterassays konnte gezeigt werden,
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Abb. 11: Effekt einer E9-Deletionsmutante auf ein Reporterkonstrukt in Luziferaseassays
CRL6502-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt pC18-SP1-luc (s. Abb. 10) und dem
Expressionsvektor fir die E9-Deletionsmutante E9K2A(d3-10)"E2C oder dem fiur Wildtyp-
E9ME2C oder dem fir den leeren Vektor pSG5 transfiziert. Die Luziferaseaktivitdten werden im
Verhaltnis zu der Aktivitat in Proteinextrakten aus pSG5 transfizierten Zellen angegeben. Die
Fehlerbalken spiegeln die  Standardabweichung aus vier Experimenten  mit
Doppelbestimmungen wider.

dass 10 ng dieser Deletionsmutante nicht mehr in der Lage sind, 200 ng des
minimalen Promotorkonstrukts pC18-Spl-luc (s. Abb. 10) in CRL6502 Zellen zu
reprimieren. Im Gegensatz dazu verursachten 10 ng des Wildtyp-E9"E2C-pSG5
eine sehr starke Repression (Abb. 11). Der E9 Teil von E9"E2C ist also fir die

Repressoreigenschaft essentiell.

3.2.4 Wirkung von CRPV-E9"E2C auf die Transaktivierungsaktivitat von
E2

Um zu untersuchen, welchen Einflu@ CRPV-E9"E2C auf die
Transaktivierungsaktivitdat von CRPV-E2 hat, wurden SCC13 Zellen in 3,5 cm
Zellkulturschalen mit 200 ng des synthetischen Reporterplasmids p6xE2BS-luc
(s. Abb. 10), je 10 ng des CRPV-E2-pSG5 Expressionsvektors und steigenden
Mengen (0, 3, 10 oder 30 ng) des CRPV-E9"E2C-pSG5 Expressionsvektors
kotransfiziert. Finfmal wiederholte Luziferaseassays mit Doppelbestimmungen
zeigten, dal3 E9"E2C-pSG5 konzentrationsabhéngig die transaktivierende
Wirkung von E2-pSGS5 inhibiert (Abb. 12).
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Abb. 12: Hemmung der E2-vermittelten Transaktivierung durch CRPV-E9"E2C in
Luziferaseassays

SCC13 Zellen wurden mit dem Reporterplasmid p6xXE2BS-luc (s. Abb. 10), einer konstanten
Menge des Expressionsvektors fir CRPV-E2 und ansteigenden Mengen des
Expressionsvektors fur E9"E2C kotransfiziert. Die Luziferaseaktivitat in den Proteinextrakten
aus Zellen ohne E9"E2C-pSG5 wurde gleich 1 gesetzt und alle weiteren Luziferaseaktivitaten
dazu ins Verhéaltnis gesetzt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

3.2.5 Wirkung von E9"E2C auf die E1- und E2-abhangige Replikation des
CRPV-Replikationsursprungs

Neben der reprimierenden Wirkung von CRPV-E9"E2C auf die E2-vermittelte
Transaktivierung wurde auch der EinfluR auf eine weitere E2 Funktion, die
Stimulierung der Replikation, untersucht. Dazu wurde ein transienter
Replikationsassay durchgeftuhrt, bei dem SCC13 Zellen in 6 cm Zellkulturschalen
mit 500 ng CRPV-NCR-pGL3, das die komplette nicht-kodierende Region von
CRPV inklusive des Replikationsursprungs beinhaltet, zusammen mit
Expressionsvektoren fir CRPV-E1 (E1-pSG5) (1 pg) und fur CRPV-E2 (E2-
pSG5) (200 ng) und steigenden Mengen (0, 50, 200 oder 500 ng) des
Expressionsvektors E9"E2C-pSG5 kotransfiziert wurden. Extrachromosomale
DNA wurde 72 h nach der Transfektion isoliert, Spaltung mit dem
Restriktionsenzym Dpnl erméglichte eine Unterscheidung von zellular replizierter

DNA gegenuber transfizierter DNA. Nach Linearisierung mit Hpal wurden die
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niedrig-molekularen DNAs  elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe eines
Southern Blots wurde die Menge an replizierter NCR-DNA ermittelt. Als Sonde
diente durchgehend mit **P markierte Hpal-linearisierte CRPV-NCR-pGL3-DNA,
von der 10 x 10° cpm eingesetzt wurden. Aus Abb. 13 geht hervor, dass Zugabe
von E9"E2C-pSG5 konzentrationsabhangig zu einer Abnahme der
Replikationseffizienz flhrte.

E9M"E2C entspricht also sowohl strukturell als auch nach den in vitro
Experimenten funktionell dem Aquivalent ES*"E2C von BPV 1, HPV 11, 16, 31
und 33 (Bouvard et al., 1994; Choe et al., 1989; Doorbar et al., 1990; Liu et al.,
1995; Rotenberg et al., 1989; Snijders et al., 1992; Stubenrauch et al., 2000).

A
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Abb. 13: Hemmung der E2-abh&ngigen Replikation des CRPV Replikations-ursprungs

durch CRPV-E9"E2C in transienten Replikationsassays

(A) SCC13 Zellen wurden mit dem Replikationsursprungsreporterplasmid CRPV-NCR-pGL3
und mit Expressionsvektoren fir CRPV-E1-pSG5 (El1), CRPV-E2-pSG5 (E2) und
unterschiedlichen Mengen (angegeben in ng) an E9"E2C-pSG5 (E9"E2C) transfiziert.
Niedrig-molekulare DNA wurde 72h nach Transfektion isoliert und nach Dpnl- und Hpal-
Verdau mittels Southern-Blot-Hybridisierung analysiert und durch Autoradiographie sichtbar
gemacht. Als GroRenmarker fir die Dpnl-resistente CRPV- NCR-pGL3-DNA diente Hpal-
linearisiertes CRPV-NCR-pGL3-Plasmid (Spur M).

(B) Quantitative Auswertung des Southernblots. Die relative Replikation gibt die Menge an
repliziertem Ursprungsplasmid in Prozent an, wobei die Menge aus Zellen ohne Zugabe von
E9NE2C-pSG5 gleich 100% gesetzt wurde.
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3.3 Uberpriifung der Bedeutung der in vitro Daten im Tiermodell

3.3.1 Einflul der Transaktivierungsfunktion von CRPV-E2 auf die

Tumorinduktion in vivo

Die in vitro-Ergebnisse zeigten, dass die hochkonservierten Aminosauren 37 und
73 von CRPV-E2 eine Bedeutung bei der Transaktivierungsfunktion von CRPV-
E2 haben. Welche Rolle die Transaktivierungsdomane allerdings bei
Tumorinduktion und —progression in vivo spielt, ist noch nicht bekannt. Deshalb
wurden die transaktivierungsdefizienten Mutanten R37A, I73L und I73A und die
transaktivierungskompetente Mutante R37K im Tiermodell Hauskaninchen
untersucht.

3.3.1.1 Einfuhrung von Mutationen in E2 im gesamtgenomischen
Kontext von CRPV

Die Mutation von Arginin 37 zu Lysin oder Alanin und von Isoleucin 73 zu Leucin
oder Alanin in der Transaktivierungsdomane von CRPV-E2 wurde in den
gesamtgenomischen Kontext von CRPV-pLAIl eingefiihrt. Dies erfolgte mittels
Mutagenese-PCR mit den entsprechenden Mutationsprimern, anschlie3ender
Restriktionsspaltung und Rickklonierung in CRPV-pLAIl. Die Fehlerfreiheit der
PCR-amplifizierten Fragmente wurde durch Sequenzierung kontrolliert. Die
entstandenen gesamtgenomischen Mutanten wurden E2-R37K-CRPV-pLAlIl, E2-
R37A-CRPV-pLAIl, E2-173L-CRPV-pLAIl und E2-173A-CRPV-pLAIl genannt. Das
Wildtyp-Gesamtgenom und das E2-173A-CRPV-pLAIl Gesamtgenom wurden
vollstandig sequenziert und miteinander verglichen. AufRer der eingefuhrten

Mutation lag kein weiterer Basenaustausch vor.
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3.3.1.2 Tumorinduktion in Kaninchen durch die mutierten CRPV-

Genome

Gold-Prazipitate mit den gesamtgenomischen Mutanten-DNAs E2-173L-CRPV-
pLAIl, E2-173A-CRPV-pLAIl, E2-R37K-CRPV-pLAIl und E2-R37A-CRPV-pLAll
sowie mit Wildtyp-CRPV-pLAIl wurden mittels einer ,Helios-gene-gun“ in die
Haut von New Zealand White Kaninchen eingebracht. Dazu wurde jeder
Kaninchenrlicken in vier Segmente aufgeteilt, jedes Segment enthielt acht
Stellen, die mit Wildtyp-CRPV-pLAII-DNA oder einer Mutanten-CRPV-pLAII-DNA
injiziert wurden (Abb. 4). Die Untersuchungen konzentrierten sich in einem ersten
Experiment auf die [73A Mutante, da diese sich am starksten
transaktivierungsdefizient in der Zellkultur prasentierte. Es wurden je 2 Segmente
auf 4 Kaninchen mit Wildtyp-CRPV-pLAIl und E2-173A-CRPV-pLAll injiziert. 10
nug DNA wurden in jede Injektionsstelle mit der ,Helios-gene-gun® mittels
Heliumdruckgas transferiert. Nach sechs Wochen entstanden an 85% der 56 mit
Wildtyp injizierten Stellen Papillome, wahrend im gleichen Zeitraum kein einziges
Papillom sich an einer mit E2-173A-CRPV—pLAIl injizierten Stelle entwickelte.
Erst nach zwdolf Wochen war die Entstehung eines einzelnen kleinen Papilloms
sichtbar und nach weiteren zwolf Wochen entwickelte sich ein weiteres. Somit
genugte der Austausch dieser einen Aminosaure im fast 8 kbp grofzen CRPV-
Genom, um die Tumorentstehung fast vollstandig auszuschalten. Auch das
GroRRenwachstum dieser beiden kleinen verspatet entstandenen Tumoren ist
deutlich verringert. Beide wurden 6 Monate nach der Injektion entfernt.
Gesamtzellulare DNA wurde aus ihnen isoliert und das Vorliegen der Mutation
I73A in diesen Papillomen wurde mittels Sequenzierung eines PCR-
amplifizierten Bereichs bestatigt. Ein zweites Experiment, bei dem auf 5
Kaninchen je 40 Stellen mit je 7 pug der I73A-Mutante oder Wildtyp-DNA injiziert
wurden, bestatigte das vorherige Ergebnis, da selbst nach zwdlf Wochen die
I73A-Mutante keine Papillome induziert hatte, wéhrend an allen mit Wildtyp
injizierten Stellen ein Papillom entstanden war. Um auch die Auswirkung der
anderen E2-Mutanten auf die Tumorinduktionsrate zu untersuchen, wurden in

einem dritten Experiment auf vier weiteren Kaninchen zusatzlich zu Wildtyp-
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R37A

I73L

R37K

Abb. 14: Papillomentstehung im Kaninchen nach Injektion
mit CRPV-DNA

Fotografie eines Kaninchenrickens acht Wochen nach der
Injektion mit WT-CRPV-pLAIl (WT), E2-R37K-CRPV-pLAll
(R37K), E2-R37A-CRPV-pLAIl (R37A) oder E2-173L-CRPV-pLAlI
(I73L). Die Injektion der DNA erfolgte mit Hilfe der ,Helios-gene-
gun®. Papillom-entstehung war nur an WT-injizierten Stellen
sichtbar.

Tab.2.: Tumorentstehung und —gréf3enentwicklung nach Injektion mit CRPV-

Viruspartikeln, CRPV-Wildtyp-DNA oder CRPV-E2-Mutanten-DNA

Zeit nach | Experi-| injiziert mit Anzahl an | Anzahl an % maximaler
der ment Kaninchen| Tumoren durchschnittl.
Injektion (Anzahl an Ausdehnung
Inj.Stellen) (mm)
Virusstock 4 12 (16) 75% n.d.?
Nr.1 | Wildtyp-DNA 4 48 (56) 85% n.d.?
173Amut-DNA 4 0 (56) 0% n.d.?
6 Wildtyp-DNA 5 40 (40) 100% n.d.?
Wochen | Nr.2 | I73Amut-DNA 5 0 (40) 0% n.d.?
Wildtyp-DNA 4 32 (32) 100% n.d.?
R37Kmut-DNA 4 0 (32) 0% n.d.?
Nr.3 | 173Lmut-DNA 4 0 (32) 0% n.d.?
R37Amut-DNA 4 0 (32) 0% n.d.?
Virusstock 4 14 (16) 88% 14
12 Nr.1 | Wildtyp-DNA 4 42 (56) | 75% 23
Wochen I73Amut-DNA 4 1 (56) 1.8% 2
Wildtyp-DNA 5 40 (40) 100% 31
Nr. 2 | 173Amut-DNA 5 0 (40) 0% 0
Virusstock 4 12 (16) 75% | konfluent®
24 Nr.1 | Wildtyp-DNA 4 42 (56) 75% konfluent®
Wochen I73Amut-DNA 4 2 (56) 3,6% 3

an.d. = nicht bestimmt

b die TumorgrofRe konnte nicht mehr bestimmt werden, da man die einzelnen Tumore
nicht mehr voneinander trennen konnte

CRPV-pLAIl je ein Segment mit E2-R37K-CRPV-pLAIl, E2-R37A-CRPV-pLAll
und E2-173L-CRPV-pLAIl injiziert. Jede Injektionsstelle erhielt wiederum 7 pug

DNA. An keiner der je 32 mit Mutanten-DNA injizierten Stellen entwickelte sich

innerhalb von 8 Wochen ein Papillom, wahrend 100% der mit Wildtyp-DNA
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injizierten  Stellen, eine  Tumorentstehung vorweisen konnten. Die
zusammengefaldten Ergebnisse werden in Tab. 2 dargestellt, Abb. 14
verdeutlicht das Injektionsschema und zeigt exemplarisch ein Kaninchen acht
Wochen nach der Injektion. Alle Mutanten der Transaktivierungsdomane von

CRPV-E2 zeigten in vivo keine Tumorentwicklung.

3.3.2 Bedeutung von CRPV-E9"E2C in vivo

Die in vitro Daten belegen, dass es sich bei CRPV-E9"E2C um einen Repressor
der Transkription von verschiedenen viralen Promotoren und der E2-abhangigen
Replikation des CRPV-Replikationsursprungs handelt. Die Bedeutung dieser
Effekte fur die Tumorentstehung und -eigenschaften in vivo ist aber unbekannt.
Deshalb wurden gesamtgenomische CRPV-E9-Mutanten im Tiermodell

Hauskaninchen untersucht.

3.3.21 Einfuhrung von Mutationen in E9 im gesamtgenomischen
Kontext von CRPV

Zum einen wurde das vermutliche E9 Startkodon (Methionin) gegen acg
(Threonin) durch Mutagenese-PCR ausgetauscht. Dieser Austausch hat keine
Auswirkung auf das im Uberlappenden Leserahmen liegende E1. Diese
gesamtgenomische E9-Mutante wurde E9atgmut-CRPV-pLAIl genannt.
Desweiteren wurde eine zweite E9-Mutante, E9stop-CRPV-pLAIl, konstruiert, bei
der das kodierende Triplett fir Tyrosin 10 von E9 gegen das Stopkodon tag im
gesamtgenomischen Kontext mittels Mutagenese-PCR ausgetauscht wurde
(Abb. 15). Dieser Basenaustausch fuhrte im E1-Protein zu einem Austausch von
Glutamin gegen Glutaminsaure. Ob zusatzlich eine Zerstérung des Spleilddonors
durch diese Mutation vorlag, musste untersucht werden. Alle PCR-amplifizierten

Bereiche wurden sequenziert und mit der Ausgangssequenz verglichen.
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Abb. 15: In E9 eingeflihrte Mutationen im Kontext des gesamten CRPV-Genoms

Die Graphik zeigt das CRPV-Gesamtgenom mit den offenen Leserahmen (Rechtecke), darunter
ist die Nukleotidsequenz des CRPV-E9-Gens aufgefiihrt. Das einzige Startkodon innerhalb von
E9 ist umrahmt, der Spleidonor wird durch den offenen Kasten angezeigt. Die mutierten
Nukleotide, die zu einer Zerstorung des atg Kodons in der Mutante E9atgmut-CRPV-pLAIl oder
zur Einfihrung eines Stopkodons in der Mutante E9stop-CRPV-pLAIll fuhren, sind unterhalb der
Pfeile angegeben.

3.3.2.2 Tumorinduktion in Kaninchen durch die gesamtgenomischen
E9-Mutanten

Sechs Kaninchen wurde an insgesamt 77 Stellen je 10 pg Wildtyp-CRPV-pLAII
und an 77 Stellen je 10 ug E9atgmut-CRPV-pLAII mit Hilfe der ,Helios-gene-gun®
injiziert. Sechs Monate spater waren an 61% der mit Wildtyp-DNA injizierten
Stellen, ebenso wie an 61% der mit E9atgmut-CRPV-pLAIl injizierten Stellen
Papillome entstanden, die sich im Durchschnitt nicht in der maximalen
Ausdehnung pro Papillom unterschieden. Es war also weder ein Unterschied in
der Tumorentstehung noch im Tumorwachstum erkennbar (Tab. 3). Wie
histologisch nachgewiesen wurde, sind sowohl durch Wildtyp als auch durch die
Mutante induzierte Tumoren in der Lage, zu Karzinomen zu progredieren. Funf
zusatzlichen Kanichen wurde an insgesamt je 40 Stellen je 7 ug Wildtyp-CRPV-
pLAIl und E9stop-CRPV-pLAIl injiziert. Weitere 40 Stellen wurden mit einer
dritten gesamtgenomischen Mutante injiziert, an Hand derer untersucht wurde,
ob der knock-out des Repressorproteins EQ"E2C eine Auswirkung auf den fast

vollstandigen  Verlust der Tumorentstehung nach Ausschalten der
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Transaktivierungsfunktion von CRPV-E2 hat (siehe 3.3.1.2.). Dazu wurde die
EQatgmut-Mutation mit der E2-I73A-Mutation im CRPV-Gesamtgenom
kombiniert. Diese Doppelmutante wurde E9atgmut+E2-173A-CRPV-pLAII
genannt. Innerhalb der nachsten 3 Monate entwickelten sich an 100% der
Wildtyp und an 98% der E9stop-CRPV-pLAIl injizierten Stellen Papillome mit
einer im Durchschnitt vergleichbaren maximalen Ausdehnung pro Papillom (Tab.
3). Auch diese Mutation in E9 hatte also keinen Einfluf3 auf die Tumorentstehung.
An keiner der mit der Doppelmutante injizierten Stellen entwickelte sich ein
Papillom, die E9-Mutante ist also nicht in der Lage, den Verlust der
Papillominduktion nach Mutation der transaktivierungsessentiellen Aminosaure
73 in CRPV-E2 zu beeinflussen. Biopsien der entstandenen Tumoren wurden
drei, sechs, neun und zwolf Monate nach der Injektion entnommen und deren
DNA und RNA charakterisiert.

Tab.3: Tumorentstehung und —charakterisierung in mit CRPV-Wildtyp-DNA oder
CRPV-E9 Mutanten-DNA injizierten Kaninchen

injiziert Anzahl an durchschnittl. durchschnittl. durchschnittl.
mit Papillomen/ maximale CRPV- CRPV-
Anzahl an Ausdehnung Kopienzahl/  Transkriptzahll
Injektionsstellen Zelle / beta-Aktin
CRPV-
Kaninchen |EQatgmut- 47/ 77 (61%) 0,74 cm 15,7 4,8
1-6 pLAIl (+/- 13,2)% (+/-1,7)°
Wildtyp
CRPV- 471 77 (61%) 0,88 cm 22,7 5,8
pLAIl (+/- 16,6) 2 (+/-1,4)°

Kaninchen | CRPV-

7-11 E9stop- 39/ 40 (98%) 2,7cm 18,0 50
pLAIl (+/- 7,1)2 (+/- 0,8)2
Wildtyp
CR 40/ 40 (100%) 3,1cm 24,4 3,8
PV-pLAlI (+/-7,6)° (+/-0,7)2

# = Standardabweichung
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3.3.2.3 Kopienzahl und physikalischer Status der DNA in CRPV-

induzierten Tumoren

Aus den entnommenen Tumoren wurde Gesamt-DNA isoliert. Das Vorliegen der
jeweiligen Mutation in der entsprechenden Biopsie konnte durch Sequenzierung
eines mittels PCR amplifizierten Bereichs nachgewiesen werden. Um zu
Uberprifen, ob E9 einen EinfluR auf die CRPV-Kopienzahl in den Tumoren hat,
wurde eine quantitative PCR durchgefuhrt. Ein Fragment innerhalb von CRPV-
E7 wurde mit Hilfe spezifischer fluoreszenzmarkierter Hybridisierungssonden und
den spezifischen Primern pE7for und pE7rev im LightCycler amplifiziert und so
die absolute CRPV-Kopienzahl bestimmt. Abgeglichen wurde diese gegen die
alpha-Tubulin Kopienzahl, die mit den spezifischen Primern pa—Tubulin-for und
pa-Tubulin-rev und SYBRGreen in den selben DNA-Verdiunnungen, in denen
auch CRPV-E7 bestimmt wurde, gemessen wurde. In Tab. 3 wird die CRPV-
Kopienzahl pro Zelle angegeben. Es war kein deutlicher Unterschied zwischen
Wildtyp und einer der beiden E9 Mutanten zu erkennen. Der physikalische Status
der DNA wurde mittels Southern Blot bestimmt, je 10 pg der isolierten DNA
wurden entweder mit dem Restriktionsenzym Xhol oder mit EcoRI gespalten.
Wahrend es sich bei Xhol um ein Restriktionsenzym handelt, das nicht in CRPV-
pLAIl schneidet, schneidet EcoRI einmal in CRPV und einmal im Vektor pLAII.
Die gespaltenen DNAs wurden Uber ein Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert und anschlieRend mit 10 x 10° cpm einer
durchgehend *?P-markierten Sonde hybridisiert. Als Sonde diente vektorlose
CRPV-DNA. Das Schnittmuster der DNA aus E9atgmut-CRPV-pLAIl und E9stop-
CRPV-pLAIl induzierten Papillomen war jeweils dem aus Wildtyp-CRPV-pLAll
induzierten Papillomen sehr &hnlich. Es gab Hinweise auf integrierte DNA und
die Anwesenheit von Banden in H6he der offenen Ringform des Virus in den

Xhol geschnittenen Bahnen deuten auf episomal vorliegende DNA (Abb. 16).
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EE EXE XE XEMM Abb. 16: Southern-Blot-Analyse von DNA

isoliert aus Papillomen, die durch WT-CRPV-

X

- pLAII-DNA (WT) oder E9-Mutanten-CRPV-
pLAII-DNA (E9stop und E9atgmut) induziert

wurden
Je 10 pg jeder DNA wurden mit Xhol (X), einem
- : - nicht in CRPV-pLAll schneidenden
‘. Restriktionsenzym, oder EcoRIl (E), einem
. zweimal in  CRPV—pLAIl  schneidenden
Restriktionsenzym, gespalten. Hybridi-sierung
erfolgte  mit  Hilfe  von  **P-markierter
X linearisierter CRPV-DNA. Als GroRenmarker fur
ungeschnittene CRPV-pLAII-DNA dienten 20
- .. pg oder 200 pg mit dem Restriktionsenzym Mlul
(M) linearisiertes CRPV-pLAIll-Plasmid. Fur
EcoRI geschnittene CRPV-pLAII-DNA dienten

20 pg oder 200 pg EcoRI geschnittenes
Plasmid als GréRenmarker.

3.3.24 Prasenz des Spleildtranskripts und Transkriptmengenvergleich

in RNA aus CRPV-induzierten Tumoren

Aus den entnommenen Biopsien wurden Gesamt-RNAs isoliert. In den RNAs
isoliert aus Wildtyp-CRPV-pLAII- und  E9atgmut-CRPV-pLAII- induzierten
Papillomen konnte das Splei3transkript fur E9?"E2C mittels RT-PCR und den
Primern pE9atg und p3883 nachgewiesen werden, wahrend es in den RNAs aus
E9stop-CRPV-pLAll-induzierten Tumoren fehlte (Abb. 17). Diese Mutation flgte
somit nicht nur ein Stopkodon in E9 ein, sondern verhinderte zusétzlich auch den
Spleild des Transkripts. Das gesamte Transkript ist also fur die Tumorentstehung
entbehrlich. Die CRPV-Gesamttranskriptmengen in den isolierten RNAs wurden

nach DNAsel- Spaltung mit anschlieBender cDNA-Synthese mittels quantitativer
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Abb.17: RT-PCR auf das E9"E2C Transkript

RNAs isoliert aus E9stop-CRPV-pLAII- (E9stop) und Wildtyp-CRPV-pLAII- (WT) induzierten
Papillomen wurden in einer RT-PCR mit Ready-To-Go™ RT-PCR beads und den Primern
E9atg und p3883 als Matrize eingesetzt. Die amplifizierten Fragmente wurden in einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennt. Die Grof3en des Molekulargewichtsstandards sind rechts in bp
angegeben.

PCR und SYBRGreen im LightCycler bestimmt. Dazu wurden zwei spezifische
Primer benutzt, in-E4-for und in-E4-rev, die im E4-Gen unterhalb des
SpleiBakzeptors liegen und alle bekannten frihen Transkripte von CRPV
detektieren kénnen. Die absolute Transkriptzahl wurde anschlieRend gegen das
~-House-keeping-Gen“ beta-Aktin abgeglichen, das im LightCycler in den selben
cDNA-Verdunnungen mittels SYBRGreen gemessen wurde. Tab. 3 zeigt, dass
kein deutlicher Unterschied in der Transkriptzahl zwischen Wildtyp- und
E9Mutanten-RNA aus Biopsien zu erkennen war. Um festzustellen, ob ein
einzelnes CRPV-Transkript besonders hochreguliert ist, wurde ein
exemplarischer Northern-Blot mit je 600ng poly-A+ selektionierter mRNA aus
E9atgmut-CRPV-pLAIlI- und  Wildtyp-CRPV-pLAIll-induzierten  Papillomen
durchgefiihrt. 10x 10° cpm einer durchgehend mit *P-markierten CRPV-DNA
wurden als Sonde benutzt. In der Transkriptverteilung war in diesem Northern-
Blot kein offensichtlicher Unterschied zu erkennen (Abb. 18).

Die Funktion von CRPV-E97E2C im viralen Replikationszyklus von CRPV in vivo

ist somit noch nicht geklart.
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Abb. 18: Northern-Blot-Analyse von polyA'mRNA

isoliert aus Papillomen induziert durch WT-CRPV-
4.8 — . - pLAIl oder E9atgmut-CRPV-pLAII

Je 600ng polyA'mRNA wurden pro Bahn aufgetragen.

Nach Transfer auf eine Nylon-Membran erfolgte die

Hybridisierung mit Hilfe von **P-markierter linearisierter

18 — CRPV-DNA. Als Negativkontrolle diente polyA'mRNA
r isoliert aus normaler Kaninchenhaut (normale Haut). Die

1,3 — Grolien des Molekulargewichtsstandards sind links in kbp
‘ angegeben.

3.4 Behandlung von CRPV-induzierten Papillomen mit Polyphenon™ E
aus Extrakt von grinem Tee

Es ist bekannt, dass Polyphenole anti-tumorigene Eigenschaften besitzen und
wirksam gegen chemisch oder durch UV-B-Strahlung induzierte Hauttumoren
sind (Mukhtar et al., 1994). Deshalb war es naheliegend, die Wirksamkeit von
Polyphenolen auf papillomvirusinduzierte  Tumoren zu untersuchen,
insbesondere da erste  Vorversuche mit Polyphenon™ E, einer
Polyphenolformulierung, gegen HPV-induzierte benigne genitale Warzen
vielversprechend verliefen (klinische Phase Ill — Studie). Die Behandlung CRPV-
induzierter Hauttumoren in Hauskaninchen mit Polphenon™ E soll als ein in vivo-
Modell fir mdgliche pharmazeutische Anwendungen in der Humanmedizin

dienen.

3.4.1 Infektion der Kaninchen mit CRPV und Behandlungsschema

Neun Hauskaninchen wurden mit CRPV-Viruspartikeln infiziert, die mit Hilfe
eines Tatowiergerats jeweils an 32 Stellen, verteilt auf vier Segmente, in die

Kaninchenhaut eingebracht wurden (Abb. 4). Nach finf Wochen war die

Papillomentstehung grof3tenteils abgeschlossen und die Behandlung der
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entstandenen Papillome wurde begonnen. Spater noch auftretende Papillome
wurden mitbehandelt, sobald sie palpabel waren. Das Behandlungsschema wird
in Tab. 4 dargestellt. Drei der Kaninchen (Nr. 1, 2, 3) wurden mit Polyphenon™
E—Creme behandelt, wobei ein Segment bei zwei dieser drei Kaninchen (Nr. 1,
2) mit dem Placebo der Creme behandelt wurde, um die Wirksamkeit des
Wirkstoffs innerhalb eines individuellen Kaninchens beurteilen zu kénnen. Um

auch im Falle eines systemischen Effekts des Wirkstoffs die Wirksamkeit von

Tab.4: Behandlungsschema der Kaninchen mit Polyphenon™ E und Anzahl der
entstandenen Papillomen

Anzahl Papillome
Kaninchen| Segment Segment Segment Segment |5 Wochen 9 Wochen
Nr. 1 2 3 4 post inf. post inf.
1 Creme Placebo- Creme Creme 31 31
Creme

2 Creme Creme Creme Placebo- 31 31
Creme

3 Creme Creme Creme Creme 9 14

4 Placebo- Placebo- Placebo- Placebo- 25 25
Creme Creme Creme Creme

5 Placebo- Placebo- Placebo- Placebo- 30 30
Creme Creme Creme Creme

6 Salbe Salbe Placebo- Salbe 31 31

Salbe

7 Salbe Salbe Salbe Salbe 14 24

8 Placebo- Placebo- Placebo- Placebo- 32 32
Salbe Salbe Salbe Salbe

9 Placebo- Placebo- Placebo- Placebo- 19 19
Salbe Salbe Salbe Salbe
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Polyphenon™ E beurteilen zu kénnen, wurden zwei weitere Kaninchen (Nr. 4, 5)
nur mit Creme—Placebo behandelt. Beim Vorliegen eines systemischen Effekts
des Polyphenon™ E wiirde in diesen nur Placebo-behandelten Tieren keine
Veranderung der Gro3enentwicklung der Tumoren verglichen mit unbehandelten
Tieren vorliegen, wahrend innerhalb der Wirkstoff-behandelten Tiere ein Effekt
sowohl auf Wirkstoff- als auch Placebo-behandelte Tumoren zu erwarten ware.
Zwei weitere Kaninchen (Nr. 6, 7) wurden mit Polyphenon™ E-Salbe behandelt,
wobei wiederum ein Segment eines der Kaninchen (Nr. 6) mit dem
entsprechenden Placebo, hier also Salben-Placebo, behandelt wurde. Die
tbrigen zwei Kaninchen (Nr. 8, 9) wurden nur mit Salben-Placebo behandelt (s.
Tab. 4). Neben der Wirkung des Polyphenon™ E-Wirkstoffs auf das
Tumorwachstum sollten auch die Unterschiede in der Vertraglichkeit und
Wirksamkeit zweier unterschiedlicher Formulierungen untersucht werden — von
Creme und Salbe. Einmal wdchentlich wurde die GrofRenentwicklung jedes
Papilloms bestimmt, indem Lange und Breite mit der Schublehre ausgemessen
wurden. Fotodokumentation fand mit einer Digitalkamera statt. Der
Gesundheitszustand der Tiere wurde an Parametern wie Allgemeinbefinden,
Futteraufnahme, Kotabsatz und Verhalten wahrend des Versuchszeitraums

kontrolliert.
3.4.2 Behandlungserfolg durch Polyphenon™ E

Funf Wochen nach der Infektion hatte sich bei sieben der neun Kaninchen die
endgultige Anzahl an Papillomen entwickelt, wobei finf Kaninchen (Nr. 1, 2, 5, 6,
8) eine sehr gute Tumorentstehungsrate von 30 oder mehr Papillomen hatten,
die teilweise auch schon sehr grof3 — bis zu 1,8 cm x 1,2 cm- und relativ stark
verhornt waren. Zwei weitere Kaninchen entwickelten 24 bzw. 19 Papillome (Nr.
4, 9). Die Ubrigen zwei Kaninchen (Nr. 3, 7) hatten nur sehr kleine
(durchschnittliche Flache pro Papillom: 0,2 cm? bzw. 0,27 cm? gegeniiber bis zu
1,27 cm? durchschnittliche Flache pro Papillom bei anderen Kaninchen), gering
verhornte und wenige Papillome (9 bzw. 14) zu diesem Zeitpunkt ausgebildet.

Die Anzahl steigerte sich innerhalb der nachsten vier Wochen um 5 bzw. 10
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Papillome. Diese beiden Kaninchen wurden in die Gruppe der nur mit Wirkstoff
ohne Placebo zu behandelnden Tiere eingeteilt. Tab. 4 gibt das
Behandlungsschema und die Papillomanzahl wieder. Die Platzierung des
Placebo-behandelten Segments wurde bei den verschiedenen Kaninchen
variiert, um lokale Unterschiede ausschlieRen zu kdnnen. Ein Einflu3 auf den
Gesundheitszustand der Tiere war nicht zu erkennen, auch die lokale
Vertraglichkeit des Wirkstoffs war gut, sieht man davon ab, dass es bei mit Salbe
behandelten Tieren zu einer unangenehmen Geruchsentwicklung kam, die
vermutlich auf bakterielle Zersetzungsvorgange zurtckgefihrt werden kann.
Gelegentlich wurde von einzelnen Tieren insbesondere die Creme abgeleckt,
was keine gesundheitlichen Folgen hatte. In Abb. 19 A ist die wdchentliche
PapillomgréRRenentwicklung der mit Polyphenon™ E-Creme und Placebo-Creme
behandelten Tiere aufgetragen. Dabei wird die jeweilige durchschnittliche
Papillomflache bei Beginn der Behandlung 100% gesetzt und die nachfolgende
GroRRenveranderung dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Wirkstoff- und die Placebo-
behandelten Segmente der Tiere 1 und 2 ebenso wie der Tiere 4 und 5 wurden
jeweils zusammengefasst. Bei Tier 3 fand eine sehr starke relative
Papillomgréfienentwicklung statt, die aber keine absoluten GroRenabweichungen
widerspiegelt, sondern auf die sehr kleinen Ausgangsgrof3en zurtickzufuihren ist
(s. Abb. 20 A). Vergleicht man das Tumorwachstum von Polyphenon™ E-Creme
behandelten Papillomen mit dem von Placebo behandelten Papillomen, so
konnte kein eindeutiger Unterschied festgestellt werden. Es fand keine
Tumorregression statt, auch ein verlangsamtes Wachstum lag nicht vor. Ahnlich
verhielt es sich bei den mit Polyphenon™ E-Salbe behandelten Tumoren, auch
hier fand bei den Wirkstoff behandelten Papillomen keine Regression statt, das
GroRenwachstum war vergleichbar dem der Placebo-behandelten Tumoren.
Kaninchen 7 verhielt sich wie Kaninchen 3 und auch hier lag keine in absoluten
Werten grof3e Tumorflache vor, nur relativ zu der sehr niedrigen Ausgangsflache
(Abb. 19 B und 20 B). Nach 8 Wochen wurde die Behandlung eingestellt, und die
weitere Tumorentwicklung beobachtet, sowie erneute Messungen 2 und 6
Monate nach Ende der Behandlung durchgefihrt. Auch 2 Monate nach Ende der

Behandlung war kein Unterschied im Wachstum zwischen Wirkstoff- und

71



Ergebnisse

Placebo-behandelten Tumoren feststellbar. Sechs Monate nach Ende der
Behandlung war eine GrolRenbestimmung der Tumoren haufig nicht mehr
maoglich, da einzelne Tumoren sich nicht mehr voneinander trennen liel3en und
eine konfluente Flache bildeten. Bei den messbaren Tumoren war kein Effekt
durch die Polyphenon™ E Behandlung zu erkennen. Eine Erhéhung der
Regressionsrate der CRPV-induzierten Papillome oder ein verringertes
GroRenwachstum der Tumore durch Behandlung mit Polyphenon™ E konnten in

dieser Versuchsreihe somit nicht nachgewiesen werden.
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(A) Prozentuale TumorgréRenentwicklung der mit Creme behandelten Tiere
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(B) Prozentuale Tumorgrél3enentwicklung der mit Salbe behandelten Tiere
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Abb. 19: Prozentuale Gr6éRenentwicklung der Papillome wéahrend der Behandlung mit
Polyphenon™ E-Creme, Placebo-Creme, Polyphenon™ E-Salbe oder Placebo-Salbe
Einmal wdchentlich wurde die GrolRe jedes einzelnen Papilloms gemessen und die
durchschnittliche Grol3e pro Tier und Behandlungsagens bestimmt. Die durchschnittliche GroRRe
der Papillome bei Behandlungsbeginn (= Woche 1) wurde gleich 100% gesetzt.

(A) Die mit Polyphenon™ E-Creme behandelten Papillome von Kaninchen 1 und 2 (K1+2-
Creme), ebenso wie deren mit Placebo behandelten Papillome (K1+2-Plac), und die mit
Placebo-Creme behandelten Papillome von Kaninchen 4 und 5 (K4+5-Plac) wurden
zusammengefallt.

(B) Die mit Placebo-Salbe behandelten Papillome von Kaninchen 8 und 9 (K8+9-Plac)
wurden ebenfalls zusammengefalit.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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(A) absolute TumorgroRenentwicklung der mit Creme behandelten Tiere

- -¢ - K1+2-Creme
—{— K1+2-Plac
—4A— K3-Creme
—X— K4+5-Plac

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Wochen

-.-¢ -- K6-Salbe
—{1—K6-Plac
—aA— K7-Salbe
—x—K8+9-Plac

Abb. 20: Absolute GroRenentwicklung der Papillome wahrend der Behandlung mit

Polyphenon™ E-Creme, Placebo-Creme, Polyphenon™ E-Salbe oder Placebo-Salbe

Einmal wodchentlich wurde die Gréf3e jedes einzelnen Papilloms gemessen und die

durchschnittliche Grdl3e pro Tier und Behandlungsagens bestimmt. Die durchschnittliche GroRRe

der Papillome wird in cm? angegeben

(A) Die mit Polyphenon™ E-Creme behandelten Papillome von Kaninchen 1 und 2 (K1+2-
Creme), ebenso wie deren mit Placebo behandelten Papillome (K1+2-Plac), und die mit
Placebo-Creme behandelten Papillome von Kaninchen 4 und 5 (K4+5-Plac) wurden
zusammengefalfit.

(B) Die mit Placebo-Salbe behandelten Papillome von Kaninchen 8 und 9 (K8+9-Plac)
wurden zusammengefal3t.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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4 Diskussion

4.1 Rolle der Transaktivierungsdomdne von CRPV-E2 und des

Repressorproteins E9Q"E2C im viralen Replikationszyklus

Die kausale Rolle bestimmter Papillomvirustypen bei der Entstehung von
Zervixkarzinomen ist anerkannt, und in neuerer Zeit gibt es auch vermehrt
Vero6ffentlichungen, die einen Zusammenhang zwischen Papillomviren und
Hautkarzinomen wie dem nicht-melanozytaren Hautkrebs herstellen (Bosch et
al., 2002; Frost and Green, 1994; Harwood et al., 2000; Iftner et al., eingereicht;
Leigh and Glover, 1995; Proby et al., 1996; zur Hausen, 1991). Schon 1935
wurde durch Rous und Beard ein solcher Zusammenhang beim Hauskaninchen
aufgezeigt. Die Infektion von Hauskaninchen mit dem cottontail rabbit
Papillomavirus (CRPV) induziert die Bildung epithelialer Tumoren, die ohne
Einfluss weiterer Kofaktoren in tber 80% der Falle nach 8 bis 14 Monaten zu
invasiv wachsenden, metastasierenden Hautkarzinomen progredieren (Syverton,
1952). Bis heute stellt das Hauskaninchen in Verbindung mit CRPV das einzige
bekannte Tiermodellsystem dar, um den Einfluss viraler Faktoren auf einzelne
Schritte in der Entstehung und Progression eines Hauttumors aufzuklaren.
Frihere Studien zeigten, dass aul3er dem E5 und dem L2 Protein fast alle
CRPV-Proteine fur die Tumorentstehung notwendig sind, vor allem die viralen
Onkoproteine E6 und E7, deren RNAs in allen Stadien von der Tumorentstehung
Uber die Progression bis zur Metastasierung gleichmaf3ig stark exprimiert werden
(Brandsma et al., 1991; Brandsma et al., 1992; Meyers et al., 1992; Nasseri et al.
1989; Wu et al. 1994; Zeltner et al., 1994). Die Transkription dieser Onkogene
wird durch das virale E2-Protein reguliert. Um dessen Bedeutung bei der
Tumorentstehung zu beurteilen, wurden in friiheren Untersuchungen Frameshift-
Mutationen in E2 eingefiihrt, die eine Tumorinduktion im Kaninchen verhinderten
(Wu et al.,, 1994). Allen Mutationen war eigen, dass C-terminal verkirzte E2-
Proteine entstanden. Bei E2 handelt es sich jedoch um ein multifunktionales
Protein, von dem bisher bekannt ist, dass es nicht nur flr die Transaktivierung

und Repression der viralen Transkription, sondern auch fir die Regulation der
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viralen DNA Replikation und fir die Anheftung der viralen DNA an die
Wirtschromosomen bei der Zellteilung zustandig ist (McBride et al., 1991; Ilves et
al., 1999; Lehman und Botchan, 1998; Skiadopoulos und McBride, 1998). Da der
C-Terminus die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane von E2 beinhaltet,
die fur jede der Funktionen von E2 essentiell ist, kann die fehlende
Tumorinduktion keiner spezifischen Funktion des E2-Proteins zugeordnet
werden. Durch die Einfihrung von Punktmutationen in CRPV-E2 gelang es im
Rahmen dieser Promotionsarbeit, die Transaktivierungsfunktion von der
Replikationsfunktion genetisch zu trennen. Ubereinstimmend mit friheren
Veroffentlichungen bei anderen Papillomviren konnte den hoch konservierten
Aminosauren 37 —Arginin (R37), 73 - Isoleucin (173) und 39 — Glutaminsaure
(E39) von CRPV-E2 eine essentielle Rolle fur die Transaktivierung synthetischer
Reporterplasmide oder fir die Unterstlitzung der E1-abhangigen Replikation von
Plasmiden mit dem CRPV-Replikationsursprung zugeordnet werden (Brokaw et
al., 1996; Cooper et al., 1998; Harris und Botchan, 1999; Sakei et al., 1996;
Stubenrauch et al., 1998). Der Austausch von R37 gegen das biochemisch
ahnliche Lysin hatte im Gegensatz zu dem Austausch gegen Alanin keine
Auswirkung auf die Transkriptionsstimulierung, wie dies auch fir die gleiche
Mutation in BPV 1-E2 beschrieben wurde. Dies steht jedoch im Widerspruch zur
gleichen Mutation in HPV 11-E2 oder 31-E2, bei denen sie einen fast
vollstdndigen Verlust der Transaktivierungseffizienz verursachte (Brokaw et al.,
1996; Cooper et al., 1998; Stubenrauch et al., 1998). Um die Bedeutung der
Transaktivierungsdomane von CRPV-E2 auf Tumorentstehung und —progression
in vivo zu untersuchen, wurden entsprechende Mutationen (R37K, R37A, I73L,
I73A) in das CRPV Gesamtgenom eingefiihrt und in die Haut von
Hauskaninchen injiziert. Interessanterweise lag ein fast vollstandiger Verlust der
Tumorentstehung nach Injektion mit diesen mutierten CRPV-DNAs vor. Dies war
das erste Mal, dass diese transaktivierungsdefizienten Mutanten in einem
Tiermodell untersucht wurden, bisher wurde von anderen Arbeitsgruppen nur die
Wirkung entsprechender E2-Mutationen, die in das BPV 1 oder HPV 31
Gesamtgenom eingefuhrt wurden, auf die Transformation oder Immortalisierung

von Zellen untersucht. Diese Mutationen verursachten einen fast vollstandigen
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Verlust der Transformationsaktivitat von BPV 1 in C127 Mausefibroblasten
(Brokaw et al., 1996). Im Fall der transaktivierungsdefizienten Mutanten kann der
Verlust dieser transformierenden Eigenschaft eventuell auf eine verminderte
Expression der transformierenden Proteine E6, E7 und E5 von BPV 1
zuruckgefuhrt werden, fir deren Expression virale Promotoren zustandig sind,
die von einer Transaktivierung durch BPV 1-E2 abhangig sind (Brokaw et al.,
1996; Haugen et al., 1987; Hermonat et al., 1988; Prakash et al., 1988; Spalholz
et al., 1987). Wahrend bei BPV 1 der Effekt gesamtgenomischer E2-Mutanten
auf die morphologische Transformation von Zelllinien untersucht wurde, wurde
bei HPV 31 der Effekt entsprechender Mutanten auf die Immortalisierung
primarer humaner Keratinozyten untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
transaktivierungsdefizienten Mutationen im E2-Gen des HPV 31-Genoms keinen
Einfluss auf die Immortalisierung humaner Keratinozyten verglichen mit Wildtyp-
HPV 31 haben (Stubenrauch et al, 1998). Der fehlende Unterschied in der
Immortalisierungseffizienz 141t sich eventuell darauf zuriickfihren, dass diese
Mutanten einen ahnlichen Effekt wie Wildtyp-HPV 31 auf den viralen p97
Promotor haben. Dieser Promotor ist an der Expression der viralen Onkogene E6
und E7 bei HPV 31 beteiligt, die flr die Immortalisierung primérer Zellen notig
sind. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Transformation von Zellen, der
Immortalisierung von Zellen und der Tumorentstehung in vivo ist bisher aber
nicht bekannt. In vivo findet man kurz nach der Infektion von Hauskaninchen mit
CRPV hohe Mengen an E6 und E7 Transkripten und auch nachweisbare E2
Transkripte in den epithelialen Stammzellen der Haarfollikel (Schmitt et al.,
1996). Diese hohen Mengen an E6 und E7 Transkripten bleiben wahrend der
gesamten Tumorentwicklung und —progression erhalten (Zeltner et al., 1994). Da
E2 ein Regulator der Transkription ist, ist es leicht nachvollziehbar, dass der
Verlust seiner Transaktivierungsfahigkeit Auswirkungen auf Tumorentstehung
und —wachstum hat. Bisher ist allerdings noch nicht bekannt, wie E2 jeden
einzelnen der vier CRPV-Promotoren reguliert. Nur Versuche mit
Reporterkonstrukten, die mehr als einen Promotor beinhalteten, wurden bisher
von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich einerseits, dass

CRPV-E2 ein Reporterkonstrukt mit dem spaten und einem friihen Promotor
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reprimierte, andererseits ein Konstrukt mit einem zusatzlichen zweiten friihen
Promotor aktivierte (Fujii et al., 2001; Giri et al., 1988). Mittels Untersuchung der
Regulation jedes einzelnen Promotors durch Wildtyp-E2 und durch
mutationshaltige-E2s kénnten eventuelle promotorspezifische und
mutantenspezifische Effekte identifiziert werden. Vielleicht ware dabei auch ein
promotorspezifischer Effekt der R37K-Mutante festzustellen, die auf den
untersuchten synthetischen Promotor transaktivierungskompetent wirkte und
trotzdem keine Tumoren im Kaninchen verursachte. Auch die entsprechende
transaktivierungs- und replikationskompetente Mutation in BPV 1 verhinderte die
Transformation von Zellen (Brokaw et al., 1996). Warum die Tumorinduktion oder
Zelltransformation in diesem Falle ausbleibt, ist bisher unklar. AulRer einem
maoglichen promotorspezifischen Effekt ware auch eine Auswirkung auf eine
weitere bisher nicht untersuchte oder noch nicht bekannte Funktion von E2 durch
Mutation der Aminosaure 37 denkbar.

Neben dem Transkript fur das vollstandige E2-Protein wurde bei BPV 1 und
einigen humanen Papillomviren ein alternativ gespleildtes E2-Transkript
beschrieben, dessen Translationsprodukt als Gegenspieler zur
transaktivierenden und replikationsférdernden Funktion von E2 fungiert (Bouvard
et al.,, 1994; Choe et al., 1989; Doorbar et al., 1990; Lambert et al., 1987;
Lambert et al., 1990; Rotenberg et al., 1989; Snijders et al., 1992; Stubenrauch
et al., 2000). Diese Fusionsproteine bestehen aus einem kleinen Protein (E8), fr
das in einem Uberlappenden Leserahmen zu E1 kodiert wird, und der Hinge und
dem C-Terminus von E2. Ein strukturell vergleichbares Transkript konnte aus
CRPV-induzierten Tumoren isoliert werden und wurde E9"E2C genannt. CRPV-
E9M"E2C konnte ubereinstimmend mit Veroffentlichungen Uber die anderen
Fusionsproteine als E2-Repressor charakterisiert werden, der die E2-abhangige
Replikation und Transaktivierung inhibierte (Bouvard et al., 1994; Choe et al.,
1989; Liu et al., 1995; Stubenrauch et al., 2000). Die Repressorwirkung von
E9ME2C kann nicht auf eine reine Kompetition mit dem vollstandigen E2-Protein
um E2-DNA-Bindungsstellen oder auf eine Heterodimerbildung zwischen dem
vollstdndigen E2 und E97E2C beschrankt werden, da CRPV-E9"E2C auch

alleine in Abwesenheit des vollstdndigen E2-Proteins eine reprimierende
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Wirkung auf Reporterkonstrukte mit verschiedenen viralen Promotoren hatte, wie
dies auch schon fir das entsprechende Fusionsprotein von HPV 31 beschrieben
wurde (Stubenrauch et al., 2001). In diesem Zusammenhang wurde bereits
postuliert, dass es sich bei diesem Fusionsprotein eventuell um einen Repressor
aller viralen Promotoren und den Hauptrepressor der HPV-Transkription handelt,
der an der Etablierung latenter und persistierender Infektionen oder an der
differenzierungsabhéngigen Umschaltung von der frihen zur spaten viralen
Phase bei Papillomviren mitbeteiligt sein konnte (Stubenrauch et al., 2001). In
vivo-Untersuchungen in Kaninchen mit knock-out Mutationen von E9"E2C im
CRPV-Gesamtgenom lieferten interessanterweise keinen Hinweis auf eine
wesentliche Rolle von E9"E2C, da im Vergleich zu mit Wildtyp-CRPV-DNA
injizierten Kaninchen kein Unterschied in Tumorentstehungsrate, -wachstum, -
progression, CRPV-Kopienzahl, physikalischem Status der DNA und CRPV-
Transkriptmenge vorlag. Im Gegensatz dazu erhthten vergleichbare Mutationen
im HPV 31-Gesamtgenom die virale DNA-Replikation in transienten Versuchen
in primaren humanen Keratinozyten deutlich und im Langzeitversuch hatten die
selben Mutationen einen Einfluss auf den physikalischen Status der DNA: es
lagen keine HPV 31-Genome mehr episomal vor (Stubenrauch et al., 2000). Den
Ergebnissen in den Kaninchen &hnlicher sind in vitro-Daten mit vergleichbaren
knock-out Mutationen im BPV 1-Genom. Es zeigte sich kein Unterschied in
Replikationseffizienz, viraler Transkription oder zellularer Transformation
zwischen stabil mit Wildtyp-BPV 1-DNA oder Mutanten-BPV 1-DNA transfizierten
Zellen (Lambert et al., 1990). Da sich auch der entsprechende Expressionsvektor
von BPV 1 vergleichbar zu dem E9"E2C-Expressionsvektor von CRPV in vitro
verhielt, liegt die Vermutung nahe, dass beide eine ahnliche Rolle im viralen
Replikationszyklus spielen (Choe et al., 1989). Bei BPV 1 ist noch ein weiteres
E2-Repressorprotein bekannt, das aus Teilen der Hinge-Region und dem C-
Terminus von E2 besteht und sich in vitro wie die Fusionsproteine als
Repressorprotein darstellt (Choe et al., 1989). Knock-out dieses verkirzten E2-
Proteins im BPV 1-Gesamtgenom zeigte aber sehr wohl einen Effekt in stabil
transfizierten Zellen: sowohl die virale DNA-Replikation und Transkription als

auch die zellulare Transformation wurden erhdht (Lambert et al., 1990; Riese et
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al., 1990). Eine Kombination der knock-out Mutationen beider Repressorproteine
im BPV 1-Genom hatte einen nochmals veranderten Ph&notyp, so dass im
viralen Replikationszyklus wohl ein Zusammenspiel beider Repressorproteine
vorliegt (Lambert et al., 1990; Zemlo et al., 1994). Dies wiederum suggeriert,
dass eventuell auch in CRPV ein zweites Repressorprotein vorliegt, da sich
E9NE2C sowohl strukturell als auch funktionell &hnlich zu dem einen
Repressorprotein  von BPV 1 verhdlt. Ein vergleichbares zweites
Repressorprotein konnte in CRPV bisher aber nicht identifiziert werden, auch
frihere Untersuchungen, die Transkripte in CRPV-E2 lokalisierten, ergaben
keinen Hinweis auf ein Transkript flr ein entsprechendes verkirztes E2-Protein
(Wettstein et al, 1987). Die Rolle von CRPV-E9"E2C im viralen
Replikationszyklus ist somit noch ungeklart. Stubenrauch postulierte 2001, dass
die reprimierenden Fusionsproteine an der differenzierungsabhéngigen
Umschaltung von der frihen viralen Phase zur spéaten mitbeteiligt sind. Der
fehlende Phanotyp im Hauskaninchen kénnte also eventuell mit dem
verwendeten Tiermodell erklart werden. Das Hauskaninchen ist ein nicht-
permissiver Wirt fur CRPV, es werden kaum spate Genprodukte exprimiert und
es findet nur eine geringe DNA-Replikation statt (Syverton et al., 1952). Die
Ursache fiur das Ausbleiben der Umschaltung zur spéten viralen Phase ist noch
unbekannt. Sollte sich die Bedeutung von CRPV-E9"E2C auf diese spate Phase
des viralen Replikationszyklus beschranken, so ist leicht verstandlich warum im
Hauskaninchen kein Phéanotyp beobachtet werden kann. Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, dass das E9”E2C-Protein eventuell im Hauskaninchen
aus noch unbekannten Grinden nicht exprimiert wird und vielleicht deshalb der
Wechsel in die spate Phase des viralen Replikationszyklus verhindert wird.
Letztendlich wére in dem Falle, das Fehlen der Proteinexpression von E9"E2C
maoglicherweise fiir das stark progressive Verhalten von CRPV in Hauskaninchen
verantwortlich. Diese theoretische Moglichkeit konnte von uns leider nicht
ausgeschlossen werden, da es bisher keinen spezifischen Antikérper gegen E9
gibt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Aminosauren R37 und 173

in der Transaktivierungsdoméne von CRPV-E2 fir die Papillomentstehung im
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Hauskaninchen essentiell sind. Dies suggeriert, dass die Fahigkeit von E2, die
virale und/ oder zellulare Genexpression zu stimulieren, an der
papillomvirusvermittelten Tumorinduktion beteiligt ist und damit ein interessantes
Ziel fur mogliche Therapieansatze darstellt. Das Vorhandensein oder Fehlen des
E2-Repressorproteins E9”"E2C in CRPV zeigte hingegen keinen Einfluss auf
Tumorentstehung und -entwicklung, seine Bedeutung muss noch geklart

werden.

4.2  Wirksamkeit von Polyphenon™ E gegen CRPV-induzierte
Hauttumoren

Wirksame Therapien gegen papillomvirusinduzierte Tumoren, die mdoglichst
nebenwirkungsfrei und reizarm sind, ohne groBeren Aufwand durch den
Patienten selbst appliziert werden kdénnen und keine Rezidivbildung nach sich
ziehen, stehen kaum zur Verfigung. Insbesondere am empfindlichen externen
Genitalgewebe gibt es keine wirksamen Alternativen zur chirurgischen
Intervention oder dem Immunstimulans ,Aldara“. Polyphenolen aus griinem Tee
wurden anti-tumorigene Eigenschaften nachgewiesen insbesondere im
Zusammenhang mit Hauttumoren anderer Genese, wie chemisch- oder durch
UV-B-Licht-induzierten (Mukhtar et al., 1994). Als Modell fiir die besonders durch
HPV 6- oder 1l-induzierten Tumoren der externen Genitalia beim Menschen
dienten hier die CRPV-induzierten Hautpapillome beim Hauskaninchen. Die
Wirksamkeit von Polyphenolen in Polyphenon™ E- Formulierungen auf CRPV-
induzierte Tumoren sollte untersucht werden. Obwohl Vorversuche beim
Menschen sehr vielversprechend verliefen (klinische Phase 1l Studie), konnte in
diesem ersten Therapieversuch bei Kaninchen kein Effekt von Polyphenon™ E
auf das Wachstum CRPV-induzierter Papillome nachgewiesen werden, es fand
weder ein verlangsamtes Wachstum noch eine Regression der Papillome statt.
Fur die fehlende Wirksamkeit sind verschiedene Ursachen mdglich. Sieht man
davon ab, dass eventuell iiberhaupt keine Wirksamkeit von Polyphenon™ E
gegen papillomvirusinduzierte Tumoren vorliegt, was den erfolgversprechenden

Vorversuchen widersprechen wirde, besteht die Mdglichkeit, dass es sich beim
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Hauskaninchen nicht um ein geeignetes Tiermodell handelt, oder dass die
Versuchsbedingungen noch optimiert werden muissen. Einen Mangel im
Versuchsaufbau stellte der vermutlich zu spéte Behandlungsbeginn da. Funf
Wochen nach der Infektion waren in diesem Versuchsansatz schon viele
Papillome sehr grof3 und stark verhornt. Diese Verhornung erschwerte das
Eindringen der Wirkstoffe von Polyphenon™ E-Creme/ -Salbe erheblich und
schrankte damit deren Wirksamkeit ein. Allerdings war selbst bei den kleineren
und schwacher verhornten Papillomen der Kaninchen 3 und 7 ebenso wie bei
den erst spater entstandenen und dann sofort mitbehandelten Papillomen kein
Behandlungserfolg zu beobachten. In Bezug auf eine klinische Anwendbarkeit
muss berucksichtigt werden, dass auch bei den Zieltumoren der Behandlung,
den Papillomen der externen Genitalia, zum Teil eine erhebliche Verhornung
vorliegt und nicht von einem sofortigen Behandlungsbeginn ausgegangen
werden kann. Um allerdings beurteilen zu kénnen, ob Polyphenon™ E {iberhaupt
gegen CRPV-induzierte Tumoren wirksam ist, ware eine erneute
Versuchsdurchfihrung winschenswert, bei der Papillome sobald sie palpabel
sind, behandelt werden oder sogar die Infektionsstellen praventiv nach Infektion
aber vor Papillomentstehung behandelt werden. Die praventive Wirkung von
Polyphenolen auf die Entstehung von Hauttumoren nach chemischer oder
solarer Induktion wurde schon mehrfach beschrieben (Mukhtar et al., 1994). Bei
positivem Verlauf ware zumindest die Wirksamkeit von Polyphenon™ E auf die
CRPV-verursachte Tumorinduktion oder —wachstum bestatigt, die klinische
Anwendbarkeit misste dann Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Bei
negativem Verlauf konnte eine weitere Erklarung darin liegen, dass das
Hauskaninchen eventuell kein geeignetes Tiermodell fir die Papillomentstehung
an externen Genitalien ist. Bei CRPV im Hauskaninchen handelt es sich um eine
abortive Infektion, es werden keine vollstandigen Viruspartikel gebildet, und es
liegt eine sehr hohe Progressionstendenz nach nur wenigen Monaten vor. Im
Gegensatz dazu progredieren HPV 6- und 11-induzierte Tumoren in der Regel
nicht und die Infektionen sind produktiv. Es ist also unklar, in wie weit die
stattfindenden molekularen Prozesse im Kaninchen und Menschen wahrend der

Papillominduktion und dem friihen Wachstum identisch sind. Insbesondere in der

82



Diskussion

spateren Phase der Tumorpersistenz oder —progression sind Unterschiede zu
erwarten, die in diesem Therapieversuch aber keine Rolle spielen durften. Ein
geeignetes alternatives Tiermodell steht allerdings nicht zur Verfiigung. Infektion
eines cottontail rabbits mit CRPV ist zwar produktiv und nur in bis zu 23% aller
Féalle progressiv, aber das Baumwollschwanzkaninchen steht unter Naturschutz
und ist in Gefangenschaft nur sehr schwer zu halten. Beim caninen oralen
Papillomvirus (COPV) des Hundes handelt es sich um ein produktives
Schleimhaut-assoziiertes Virus, das Tumoren in der Mundschleimhaut induziert,
die eine sehr starke naturliche Regressionstendenz innerhalb weniger Wochen
haben, sodass ein Therapieerfolg schwer und nur mit Hilfe von hohen Fallzahlen
beurteilt werden kdnnte.

Ein Versagen der Polyphenon™ E-Therapie bei papillomvirusinduzierten
Tumoren l&sst sich aus diesem Versuch bei Hauskaninchen noch nicht ableiten,
weitere Versuche mit modifizierter Versuchsdurchfiihrung sind zu empfehlen. Die
lokale Vertraglichkeit der Polyphenon™ E-Formulierungen ist gut, allerdings
muss die unangenehme Geruchsentwicklung insbesondere bei Ilangerer

Anwendung der Salben-Formulierung beseitigt werden.
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5 Zusammenfassung

Die intrakutane Infektion von Hauskaninchen mit dem Cottontail rabbit
Papillomavirus (CRPV) verursacht lokal gutartige Hauttumoren (Papillome), die
zu uber 80% innerhalb von sechs bis vierzehn Monaten zu invasiv wachsenden
Karzinomen progredieren, ohne dass weitere Kofaktoren dazu nétig sind. Somit
ist das Hauskaninchen ein geeignetes Tiermodell zur Aufklarung der molekularen
Vorgange bei der Entstehung und Progression kutaner papillomvirusinduzierter
Tumoren. Der zentrale Regulator der Transkription der viralen Onkogene und der
viralen DNA-Replikation ist das frihe E2-Protein. Eine genetische Trennung
dieser beiden Funktionen ist bei BPV 1, HPV 11, 16, 18 und 31 durch Mutation
der hochkonservierten Aminosauren 37, 39 oder 73 moglich. Analoge Mutationen
wurden in CRPV-E2 eingefuhrt und zeigten das gleiche Verhalten. So fihrte
Mutation der Aminosaure 37 oder 73 zu einem Verlust der
Transaktivierungseffizienz in Reporterassays im Vergleich zu Wildtyp-CRPV-E2
bei erhaltener Replikationseffizienz. Mutation der Aminosaure 39 von CRPV-E2
hatte den umgekehrten Effekt, bei erhaltener Transaktivierungsfunktion lag ein
Verlust der Replikationseffizienz in transienten Replikationsassays vor.

Neben dem Transkript flr das vollstandige E2-Protein ist bei BPV 1, HPV 11, 16,
31 und 33 ein alternativ gespleil3tes E2-Transkript bekannt, dessen
Translationsprodukt (ES"E2C) einen E2-Repressor darstellt. Ein entsprechendes
Transkript konnte mittels RT-PCR aus CRPV-induzierten Papillomen und
Karzinomen verschiedener Kaninchen isoliert werden und wurde E9"E2C
genannt. E9"E2C inhibierte konzentrationsabhangig die
Transaktivierungsaktivitatt von CRPV-E2 in Reporterassays und die E2-
abhéngige transiente Replikation des CRPV-Replikationsursprungs. Zudem
reprimierte E9"E2C die Basalaktivitat verschiedener Reporterkonstrukte in drei
unterschiedlichen Zelllinien.

Um die in vivo Bedeutung dieses Repressorproteins und der
Transaktivierungsdomane von CRPV-E2 auf Tumorentstehung und —progression
zu untersuchen, wurden Mutationen in das CRPV-Gesamtgenom eingefthrt.
Diese Mutanten-DNAs wurden ebenso wie Wildtyp-CRPV-DNA mittels Partikel-
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Zusammenfassung

vermitteltem DNA-Transfer mit der ,Helios gene gun® in die Haut von
Hauskaninchen eingebracht. Mutation der Aminosaure 37 oder 73 in CRPV-E2
fuhrte dabei zu einem fast vollstandigem Verlust der Tumorinduktion, wéhrend
93% aller mit Wildtyp-CRPV-DNA injizierten Stellen eine Papillomentstehung
innerhalb von sechs Wochen vorweisen konnten.

Hingegen zeigten zwei verschiedene knock-out Mutationen in E9 im
gesamtgenomischen Kontext von CRPV keinen Unterschied im Vergleich zu
Wildtyp-CRPV-DNA  beziglich  Tumorentstehung, -progression, CRPV-
Kopienzahl, physikalischem Status der DNA und CRPV-Transkriptmengen.
Wahrend die Transaktivierungsdomane in CRPV-E2 vermutlich essentiell fur die
Tumorentstehung ist, und damit ein mogliches Ziel fur Therapien gegen
papillomvirusinduzierte Tumoren darstellt, ist die in vivo Bedeutung des CRPV-
E9"E2C-Repressorproteins  weiterhin  unbekannt und erfordert weitere
Untersuchungen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war ein Therapieversuch mit zwei
unterschiedlichen Polyphenol-Formulierungen. Polyphenole  sind der
Hauptbestandteil von griinen Tee-Extrakten. Sie zeigten in friheren
Untersuchungen ein weites Spektrum an pharmazeutisch interessanten
Aktivitaten wie anti-tumorigene, anti-karzinogene u.a. Eigenschaften. Die CRPV-
induzierten Hauttumoren beim Hauskaninchen dienten hier als Modell fir
papillomvirusinduzierte gutartige Tumoren beim Menschen. Trotz achtwdchiger,
fast taglicher Behandlung konnte in diesem Versuch keine Wirkung der
Polyphenole auf die Tumoren nachgewiesen werden. Es wéare winschenswert,
die Wirksamkeit polyphenolhaltiger Therapeutika gegen CRPV-induzierte
Hauttumoren in einem wiederholten Versuch mit modifiziertem Versuchsaufbau

erneut zu untersuchen.
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6 Summary

Intracutaneous infection of domestic rabbits with the cottontail rabbit
papillomavirus (CRPV) causes local benign skin tumors (papillomas) which
progress to carcinomas in more than 80% of cases within six to fourteen months
without the need of any cofactors. This animal model system therefore allows the
identification of molecular mechanisms required for the induction and progression
of epithelial papillomavirus-induced tumors. The early viral E2 protein is the
central regulator of both viral DNA replication and transcription of viral
oncogenes. These functions can be genetically separated in BPV1, HPV 11, 16,
18 and 31 by mutation of the highly conserved amino acids 37, 39 or 73.
Respective mutations were introduced into CRPV-E2 and found to behave
correspondingly. Mutation of the amino acid 37 or 73 resulted in a loss of the
transactivation activity in reporter assays compared to wild type E2 whereas the
replication efficiency was maintained. Mutation of the amino acid 39 in CRPV E2
had the opposite effect, the protein was transactivation competent but replication
deficient in transient replication assays.

Aside from the transcript for the full length E2 protein an alternatively spliced E2
transcript is known in BPV 1, HPV 11, 16, 31 and 33 whose translation product
(E8"E2C) is an E2 repressor protein. A comparable transcript was isolated from
CRPV-induced papillomas and carcinomas of different rabbits by RT-PCR and
designated E9"E2C. E9"E2C inhibited the transactivation activity of CRPV-E2 in
reporter assays and the E2-dependent transient replication of the CRPV-origin in
a concentration dependent manner. Additionally, E9"E2C repressed the basal
activity of different reporter constructs in three cell lines.

In order to investigate the importance of this repressor protein and of the
transactivating domain of CRPV-E2 on tumor induction and progression in vivo,
mutations were introduced into the whole genome of CRPV. These mutant DNAs
as well as wild type CRPV-DNA were injected into the skin of domestic rabbits by
particle-mediated DNA transfer with the “Helios gene gun”. Strikingly, the ability
to induce tumors within six weeks was almost abolished by mutation of the amino
acid 37 or 73 of CRPV-EZ2, in contrast to the tumor induction rate (93%) obtained
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with wild type CRPV-DNA. In comparison to wild type CRPV-DNA two different
knockout mutations of E9 within the CRPV genome showed no difference
regarding tumor induction, progression, CRPV copy number, physical status of
the DNA and amount of CRPV transcripts.

The transactivating domain of CRPV-E2 seems to be essential for tumor
induction and therefore represents a possible target for therapies against
papillomavirus-induced tumors, in contrast the in vivo importance of the CRPV-
E9"E2C repressor protein remains to be determined.

Two different formulations of polyphenols were used in a therapy trial.
Polyphenols are the main components in extracts from green tea and they are
known to have a number of pharmaceutically interesting properties like anti-
tumorigenic and anti-carcinogenic activities. The CRPV-induced tumors in the
domestic rabbit served as model for benign papillomavirus-induced tumors in
men. In spite of an almost daily treatment for eight weeks no effect of the
polyphenols on tumor growth could be demonstrated in this experiment. A further
experiment with modified experimental conditions is recommended to investigate

the efficacy of polyphenols on CRPV-induced tumors.
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