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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Papillomviren — Taxonomie

Papillomviren (PV) sind unbehlllte, ikosaedrische, doppelstrangige DNA Viren und
bilden die eigenstandige Familie Papillomaviridae. Sie infizieren das mehrschichtige
Plattenepithel der Haut oder Schleimhaut vieler Saugetierarten, einschliel3lich des
Menschen (Pfister, 1984; Howley, 1996). Oft bleiben Infektionen mit PV klinisch
inapparent, sie kdnnen aber auch zur verstarkten Proliferation des Epithelgewebes
fuhren. So induzieren PV die Bildung gutartiger Tumoren der Haut und Schleimhaut
in Form von Warzen, Kondylomen, Larynx- und Konjunktivalpapillomen sowie
Dysplasien der Zervix (Shah und Howley, 1996; Gross und Barraso, 1997). Diese
Tumoren wachsen in der Regel begrenzt und bilden sich meistens - vermutlich in
Folge einer zellvermittelten Immunreaktion - spontan zuruck. Bei langerer Persistenz

kdnnen einige dieser Lasionen jedoch zu Karzinomen entarten (Pfister, 1992a).

Allein beim Menschen sind nahezu 100 komplett sequenzierte humane PV (HPV)-
Typen bekannt, die per Definition weniger als 90% Sequenzhomologie innerhalb des
hoch konservierten Hauptstrukturproteingens L1 zeigen. Subtypen durfen nur 2% bis
10% und Varianten maximal 2% voneinander abweichen (de Villiers et al., 2004).
HPV sind strikt epitheliotrop und vermehren sich ausschlieflich in den Keratinozyten
der Haut oder der Schleimhaute. Man unterscheidet kutane und mukosale bzw.
genitale HPV-Typen (Shah und Howley, 1996; zur Hausen, 2000). HPV8 wird
gemeinsam mit anderen kutanen Papillomviren der so genannten Epidermodysplasia
verruciformis (EV-) Gruppe, dem Genus Beta, zugeordnet (Abb.1).

Die genitalen HPV-Typen unterteilt man nach ihrer Fahigkeit, Keratinozyten zu
transformieren, in Niedrig-Risiko (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72) und Hoch-
Risiko (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 73, 82) HPV-Typen (Munoz et
al., 2003). Hoch-Risiko Typen sind mit invasiv wachsenden Zervixkarzinomen und
anderen, anogenitalen Karzinomen assoziiert, wahrend Niedrig-Risiko Typen

gutartige, genitale Warzen, Condylomata acuminata, hervorrufen (zur Hausen, 2002).
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Abb. 1 Phylogenetischer Stammbaum von Papillomviren (de Villiers et al.; 2004)
1.2. Aufbau der Papillomviren

Die ikosaedrischen Kapside der PV haben einen Durchmesser von ca. 55 nm und
bestehen aus 72 pentameren Kapsomeren. In ihnen befindet sich eine
doppelstrangige, zirkular geschlossene DNA, von etwa 7500 bis 8000 Basenpaaren
(bp). In ausgereiften Virionen ist die virale DNA mit den Histonproteinen H2a, H2b,
H3 und H4 der Wirtszelle zu einem Chromatin-ahnlichen Komplex assoziiert (Pfister,
1984).

Alle teilweise Uberlappenden offenen Leserahmen (,open reading frames®, ORFs),
liegen auf demselben DNA-Strang und sind trotz grofder Sequenzunterschiede
zwischen den verschiedenen Typen in ihrer Funktion, Gréle und Anordnung hoch
konserviert (Pfister und Fuchs, 1987). Die Genprodukte einzelner offener
Leserahmen werden teilweise zu unterschiedlichen Zeiten des viralen

Vermehrungszyklus gebildet (Pfister und Fuchs, 1994) und aufgrund dessen in frihe
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(,early", E) und spate (,late", L) Proteine unterteilt (Abb. 2). Hierbei kommen den
frihen Proteinen vor allem regulatorische Funktionen bei der viralen Replikations-
und Transkriptionskontrolle (E1, E2) und der Transformation der Wirtszelle (E6, E7)
zu. Die spaten Gene L1 und L2 kodieren fur das Haupt- bzw. Nebenkapsidprotein

und sind fur die Virusproduktion notwendig.

A
' s N, —,
Am— p—
*‘ E4
d A———
E1l L2
P175 P7535
Regulation d. Hauptkapsid-
Transkription protein
Onkogene/ Nebenkapsid- Kontrolle der
Transformation , _ protein Transkription
Virusfreisetzung / Replikation
W 0
virale Replikation

Abb. 2 Schematische Darstellung der HPV8 Genomorganisation

Das Genom des EV-assoziierten HPV8 ist linearisiert dargestellt, indem es zwischen den
Nukleotiden 1 und 7654 gedffnet wurde. Die einzelnen Funktionen sind den Proteinen
zugeordnet (modifiziert nach Pfister und Fuchs, 1987). In der NCR (non coding region)

befinden sich die beiden Promotoren.

Zwischen den offenen Leserahmen L1 und E6 befindet sich die
Nicht-Kodierende-Region (,non coding region", NCR), die in der Regel ca. 1000bp
lang ist. Dieser DNA-Abschnitt enthalt bei allen bisher untersuchten PV neben dem
Ursprungspunkt der viralen DNA-Replikation und den Promotoren zahlreiche weitere
cis-aktive Kontrollelemente, welche der Modulation der Transkription und der viralen
Replikation dienen (Pfister und Fuchs, 1987; 1994, Iftner et al., 1992; Howley, 1996;
Ustav und Stenlund, 1991).

Mindestens zwei Promotoren sind an der Transkription der polycistronischen mRNA

beteiligt und durch alternatives Spleil’en dieser mRNA entstehen eine Vielzahl von
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Transkripten, die neben den vollstandigen Proteinen auch fur verkirzte Formen und

Fusionsproteine kodieren (Baker und Calef, 1995).

1.3. Funktionen der viralen Genprodukte

1.3.1. Das E1-Protein

Das E1-Protein der PV ist bei den mukosalen und kutanen Typen hoch konserviert
und essentiell fur die virale Replikation (Chow und Broker, 1994). Es besitzt als
einziges Protein der PV enzymatische Funktionen als ATPase und Helikase (Yang et
al., 1993, Seo et al., 1993). Nach der Bindung von E1 an den Replikationsursprung
(ori; origin of replication) entfernt es mit der viralen DNA verbundene Histone in
Interaktion mit E2 und zellularen Proteinen und induziert so die Synthese viraler

Genomkopien (Wilson et al., 2002).

1.3.2. Das E2-Protein

Das E2-Protein ist ein 43-48 kDa grolles, multifunktionales, nukleares
Phosphoprotein, das aus zwei funktionellen Domanen besteht: einer N-terminalen
Aktivierungsdomane (AD) sowie einer C-terminalen Dimerisierungs- und DNA-
bindenden Doméane (DBD). E2 bindet als Dimer an die palindromische
Konsensussequenz 5-ACCG(N)4sCGGT-3’, die sich in verschiedenen Promotor-
elementen im Bereich der NCR und in der Nahe des ori befindet. Beide E2-Doméanen
sind durch Aminosauren (Hinge-Region) verbunden, deren Anzahl und Sequenz sich
bei verschiedenen HPV-Typen unterscheiden. Vor allem die Hinge-Region von EV-
assoziierten HPV-Typen ist relativ grof und erflllt Funktionen bei der Interaktion mit
zelluldren Transkriptionsfaktoren (Steger et al., 2002). Die N- und C-terminalen
Regionen sind allerdings unter den HPV hoch konserviert (McBride et al., 1991). Das
E2-Protein fungiert als sequenzspezifischer Transaktivator oder Repressor der
Transkription, wobei die Position der E2-Bindestellen relativ zu anderen cis-aktiven
Promotorelementen fir den jeweiligen Effekt verantwortlich ist (Steger et al., 1993).
Bei HPV16 und 18 tritt die Repression erst bei erhohter E2-Konzentration auf,

wahrend bei niedriger E2-Menge eine Aktivierung des E6/E7-Promotors gemessen
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wurde (Bouvard et al.,, 1994; Steger und Corbach, 1997). Die Aktivierungsdomane
von E2 ist verantwortlich fir die Virusreplikation und den durch E2-induzierten Stopp
des Zellzyklus in der G1/S-Phase (Goodwin et al., 1998). Uber die Rekrutierung des
TATA-bindenden Proteins und des Transkriptionsfaktors TFIIB an die TATA box der
NCR (Yao et al., 1998) aktiviert sie direkt die E6-Transkription (Hou et al., 2000).

1.3.3. Das E6-Protein

Das ca. 160 Aminosauren (AS) groRe E6-Protein tragt bei den Hoch-Risiko HPV-
Typen zur Transformation bei, kann jedoch diesen Prozess nicht allein induzieren
(Hawley-Nelson et al., 1989; Hudson et al., 1990; Minger et al., 1989). Lediglich das
E6-Protein von HPV16 ist allein in der Lage menschliche Mammazellen zu
immortalisieren (Band et al.,, 1991). Es ist im Nukleus sowie in nicht nuklearen
Membranen lokalisiert und enthalt vier Cys-X-X-Cys Motive, die zwei
Zinkfingerdomanen formen (Abb.3), die mit jeweils 29-30 AS ungewdhnlich grof3 sind

(Grossman und Laimins, 1989).

Bindemotiv

Abb. 3 Dreidimensionale Darstellung des E6-Proteins von HPV16

Dargestellt ist das E6-Protein mit seinen zwei Zinkfingern (rote Pfeile weisen auf die Zn**
lonen) und dem PDZ-Bindemotiv, das nur bei Hochrisiko E6-Proteinen, z.B. HPV16 und 18,
vorkommt. Die grau umrandete Region zeigt die DNA-bindende Region im C-terminalen

Bereich (mit freundlicher Genehmigung von Gilles Travé; Nominé et al., 2006).

Das E6-Protein der anogenitalen Hoch-Risiko HPVs interagiert mit dem zellularen

Tumorsuppressorprotein p53 (Werness et al.,, 1990). Diese Wechselwirkung
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verhindert den Transport von p53 in den Zellkern und bewirkt die Bindung des EG6-
assoziierten Proteins (E6-AP). Dabei handelt es sich um eine Ubiquitin-Ligase, die
das p53 der ubiquitinabhangigen Proteolyse zufuhrt. Dies fuhrt in der Zelle zu einem
Mangel an diesem Tumorsuppressorprotein (Scheffner et al., 1990, 1993). Das hat
wiederum zur Folge, dass es zu einer Aufhebung der Zellzykluskontrolle am G4/S-
und Gy/M Kontrollpunkt kommt. Dies ist ein wichtiger Schritt im Vermehrungszyklus
der PV, weil ein produktiver Infektionszyklus nur in Zellen madglich ist, die sich in der
S-Phase des Teilungszyklus befinden. Allerdings konnen dadurch DNA-Schaden
nicht repariert werden und es kommt zu genetischer Instabilitdt und zur malignen
Transformation der mit Hoch-Risiko HPV-infizierten Zellen (Fehrmann und Laimins,
2003). AuRBerdem binden sich die E6-Proteine auch an das proapoptotische Protein
Bak und verursachen durch Anlagerung von E6-AP seinen Abbau. Der Eintritt der
Zellen in die Apoptose wird dadurch verhindert (Jackson und Storey, 2000). Einen
weiteren wichtigen Beitrag zur Zelltransformation leistet das E6-Protein durch die
Aktivierung des Promotors der humanen Telomerase Reverse-Transkriptase (hTert),
die fur die katalytische Untereinheit der Telomerase kodiert (Gewin und Galloway,
2001).

Ein strukturelles Motiv mit der Konsensussequenz X-S/T-X-V/L befindet sich im C-
Terminus von genitalen Hoch-Risiko E6-Proteinen. Mit diesem so genannten PDZ-
Bindemotiv kann E6 eine Vielzahl von Proteinen mit PDZ-Doméanen (hDLG, hScrib,
MUPP1, MAGUKs) binden und in die Proteolyse fuhren (Gardiol et al., 1999;
Nakagawa et al., 2000; Lee et al., 2000; Thomas et al.,, 2002). Das Motiv scheint
unabhangig von der p53-Inaktivierung fur das onkogene Potential der E6-Proteine

eine wichtige Rolle zu spielen (Kiyono et al., 1997).

1.3.4. Das E7-Protein

Der E7 ORF von PV kodiert fur ein Zinkfinger-Protein, welches aus ungefahr 100
Aminosauren besteht und die Hauptursache flir das transformierende Potenzial
bestimmter HPV-Typen ist. Es befindet sich hauptsachlich im Kern der Zelle, jedoch
auch in geringeren Mengen im Zytoplasma (Sato et al., 1989; Smotkin und Wettstein,
1987). Das E7 Protein zeigt sowohl funktionelle als auch strukturelle Ahnlichkeiten
mit dem E1A Protein von Adenoviren und dem grof3en T-Antigen von SV40 (Abb.4).
Das E7-Protein weist zwei konservierte Regionen auf (conserved regions; CR1 und
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CR2). Die CR2 Region ist Substrat fir die Kasein Kinase Il (CKIl). Die
Phosphorylierung fuhrt zu einer Erhéhung der transformierenden Aktivitat der E7-
Proteine (Barbosa et al., 1990; Firzlaff et al., 1989; Massimi et al., 1996; Phelps et
al.,, 1992). In CR2 der meisten E7 Proteine befindet sich aul3erdem ein Motiv L-X-C-
X-E, welches in verschiedenen Protein-Protein Interaktionen involviert ist
(Chellappan et al., 1992). Neben CR1 und CR2, findet man noch zwei Cys-X-X-Cys
Motive in der CR3-Region im carboxyterminalen Bereich des Proteins, die eine
Zinkfingerdomane bilden, der man die transformierenden Eigenschaften zuschreibt
(Jewers et al., 1992; Watanabe et al., 1992 ).

CR3

E7 HPV16

LIX|C[X]|E
HPV16 QPETTD|L|Y |C|Y |E| QLNDSSEEEDE
Ad5 E1A VPEIVD|L|T |C|{H|E| AGFPPSDDEDE
svaotAg  FNE-EN|L|F |C|S|E[ EM-PSSDDDET
HPV5 EVLPVD|L|F |C|E|E| ELPNEQETEEE
HPV15 LVQPTD|L|H|C|Y|E| ELSEEETEEEP
HPV8 EVLPVD|L|L |C|E|[E| ELPNEQETEEE

Abb.4 Das E7-Protein des humanen Papillomvirus Typ 16.

Die Zahlenangaben beziehen sich auf die Aminosaurepositionen, beginnend am
aminoterminalen Ende. Das E7-Protein weist in der carboxyterminalen Domane 2
konservierte Motive der Form Cys-X-X-Cys auf, die einen Zinkfinger bilden. Zwischen den
Positionen 16 und 36 befindet sich eine Doméane, die das Motiv L-X-C-X-E enthélt
(vergroRBerte Darstellung), welches man auch im groRBen T-Antigen von SV40, dem
E1A-Protein der Adenoviren, und in kutanen HPV findet (z.B. HPV15 und HPV5). Uber diese
Proteinregion wird die Interaktion mit den zellularen Tumorsuppressoren RB105 und RB107
vermittelt.
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Die Distanz zwischen den zwei Cys-X-X-Cys Motiven (29 oder 30 AS) ist unter den
E7-Proteinen genau wie bei den E6-Proteinen hoch konserviert. Aul3erdem ist die
carboxyterminale Region zur funktionell wichtigen Dimerisierung des E7-Proteins
notwendig (Clemens et al., 1995).

Die E7-Proteine von Hoch-Risiko HPV-Typen binden Mitglieder der Retinoblastoma
(pPRB) Tumorsuppressor Familie RB105, RB107 und RB130 (Dyson et al., 1989;
1992) und beschleunigen deren Degradation Uber den Ubiquitin-abhangigen Abbau,
worauf das transformierende Potential von E7 malgeblich zurickgefihrt wird
(Gonzales et al., 2001; Jones und Munger, 1997). Durch kompetitive Bindung an
pRB und dessen Proteolyse wird der Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt, der in
ruhenden Zellen mit hypophosphoryliertem pRB assoziiert ist. E2F aktiviert daraufhin
die Expression von Proteinen fur die DNA-Synthese und von Zellzyklusregulatoren,
die den G4/S-Ubergang steuern. AuRerdem bindet E7 die zyklinabhéngige-Kinase
(CDK)-Inhibitoren p21°"" und p27X"', die die Replikation verhindern, und inhibiert
deren Funktion (MUnger et al., 2001). Die Zellen in denen E7 exprimiert wird, werden
daraufhin in die S-Phase geleitet, um so optimale Bedingungen fur die vegetative
Replikation der viralen DNA zu schaffen. Die Folge ist eine unregulierte Zellteilung
(Jones et al., 1997), die eine Akkumulation von somatischen Mutationen nach sich
zieht, da eventuelle DNA-Schaden in der S-Phase des Teilungszyklus von den DNA-
Reparatursystemen nicht mehr beseitigt werden koénnen (Dyson et al.,, 1989;
Werness et al., 1990).

1.4. Vermehrungszyklus von humanen Papillomviren

Der Lebenszyklus der PV ist eng an den Verlauf der Differenzierung der infizierten
Keratinozyten gebunden (Abb.5). Die Viren erreichen Uber Mikroverletzungen der
Haut bzw. Schleimhaut die undifferenzierten Zellen der Basalschicht des Epithels
(Stratum basale) und infizieren diese zunachst nicht produktiv. Den Rezeptor, der fur
die Adsorption der Viruspartikel verantwortlich ist, kennt man noch nicht endgultig. Es
konnte gezeigt werden, dass HPV6 und HPV16 mittels ihrer L1-Proteine an Integrine
binden, welche die oas-Kette als Untereinheit der heterodimeren Integrinmolekile
enthalten (Joyce et al.,, 1999; Giroglou et al., 2001). Zusatzlich interagieren L1-

Proteine mit den Heparinsulfatketten von Syndekan, einem Proteoglykan, das in der
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Plasmamembran von Epithelzellen lokalisiert ist und in die extrazellulare Matrix ragt
(Shafti-Keramat et al.,, 2003). Die anschlieRende Aufnahme der Partikel erfolgt
vermutlich durch Endozytose. Nach der Infektion liegen die Genome in geringer
Kopienzahl als Episome in den Zellkernen der proliferationskompetenten Basalzellen
vor und die frihen Gene E1 und E2 werden transkribiert. Sie sind notwendig fur die
virale Replikation, nach der das virale Genom mit der Zellteilung auf die

Tochterzellen weitergegeben wird.

Stratum corneum reife Viruspartikel in den

Hornschuppen.

Stratum granulosum starke Expression der

Strukturproteine.
veget. Replik.: bis zu
1000 Kopien/Zelle.

Stratum spinosum X
starke Expression von

E1, E2, E6 und E7.

Beginn der veget.

Genomreplikation.

geringe Expression von
E1, E2, E6 und E7,

wenige episomale

Stratum basale

Basalmembran Genomkopien pro Zelle

Abb.5: Verlauf einer produktiven Papillomvirusinfektion des Epithels

Die Zeichnung zeigt einen Querschnitt durch die humane Epidermis. Die Punkte in den
Zellkernen stellen die dort vorhandenen Viruspartikel dar. Auf der linken Seite sind die
verschiedenen Schichten des Epithels bezeichnet. Auf der rechten Seite ist die
differenzierungsabhangige Genexpression der Papillomviren wiedergegeben (modifiziert
nach Cossart et al., 1995).

Im Rahmen des Erneuerungsprozesses der Haut teilen sich die Zellen des Stratum
basale zur Hautoberflache hin. Dabei kommt es zur kontinuierlichen Differenzierung.
Im Laufe dieses Prozesses fuhren die in den spezifischen Differenzierungsstadien
exprimierten zellularen Transkriptionsfaktoren vermutlich zu einer Induktion der
unterschiedlichen viralen Promotoren, so dass im oberen Stratum spinosum die

Transkripte der frihen Gene E6 und E7 nachweisbar werden und die vegetative
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Replikation beginnt. Dies kann zu einer vorubergehenden Verzdégerung der
Zelldifferenzierung bzw. zu einer verstarkten Proliferation der suprabasalen Zellen
fuhren, wobei es zum Beispiel in der Haut zur Ausbildung von Warzen kommt (Chow
und Broker, 1994; zur Hausen und De Villiers, 1994).

Beginnend im Stratum granulosum ist die DNA-Replikation von der Expression viraler
Strukturproteine und dem Zusammenbau neuer Viruspartikel begleitet. In den
terminal ausdifferenzierten Zellen des Stratum corneum kann man die reifen Virionen
teilweise als parakristalline, in Keratin eingebettete Strukturen vorfinden (Howley,
1996). Mit dem Absterben der obersten Zellschichten und deren Zersetzung kommt
es zur Freisetzung der reifen Viruspartikel. Dafiur ist moglicherweise das virale
E4-Protein wichtig, welches zur Zerstérung des Zytoskeletts beitragt (Doorbar et al.,
1991). Da die virale DNA in den Basalzellen Uber langere Zeit replizieren kann,
kommt es in vielen Fallen zu einer Persistenz der Infektion mit sehr geringer
Freisetzung von Viruspartikeln. Bei latenten Infektionen dagegen persistiert die virale
DNA ohne Virusproduktion. In beiden Fallen treten jedoch keine apparenten Epithel-
veranderungen auf. Diese Zustande konnen Monate oder Jahre andauern und

danach wieder in einen produktiven Infektionszyklus Ubergehen.

1.5. Papillomvirus-bedingte Tumorentstehung

Wahrend in gutartigen Lasionen alle Strukturen des differenzierten Epithels
vorhanden sind und nur die Lebensdauer der HPV-infizierten Keratinozyten
vorubergehend verlangert ist, kommt es im Verlauf der malignen Entartung zu einer
Dedifferenzierung des Epithels. Der Mechanismus der Tumorentstehung, bei der
neben anderen Faktoren wie Onkogenen oder einer genetischen Disposition des
Wirtes vor allem virale Proteine eine entscheidende Rolle spielen, ist am besten bei

den genitalen HPV-Typen untersucht.
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1.5.1. Beteiligung humaner Papillomviren bei der Entstehung des

Zervixkarzinoms

Der Gebarmutterhalskrebs ist die zweithaufigste Krebserkrankung bei Frauen mit
schatzungsweise 471.000 Neuerkrankungen und 233.000 Todesfallen weltweit im
Jahre 2000, wovon 47.000 Falle aus den Industriestaaten und 186.000 aus den
Entwicklungslandern stammen (Parkin et al., 2001). Seit 1995 werden die genitalen
Typen HPV16 und HPV18 von der WHO (World Health Organization) als auslésende
Faktoren fur die Entstehung von Gebarmutterhalskrebs anerkannt, denn in mehr als
98% aller invasiv wachsenden Zervixkarzinome konnten HPV Genome
nachgewiesen werden (Walboomers et al., 1999). Meistens findet man HPV16 (46-
68%), HPV18 (10-14%), HPV45 (2-8%) und HPV31 (2-7%) in den Tumoren (Clifford
et al., 2003).

1.5.2. Rolle von HPV bei der Entstehung des ,nicht-melanozytaren

Hautkrebses”

Nicht-melanozytarer Hautkrebs (NMHK) ist die haufigste Krebsart in der
kaukasischen Bevdlkerung (Pfister, 2003). In den USA treten jahrlich bis zu eine
Million neue Falle auf. Das Basal-Zell-Karzinom (BZK) ist der am haufigsten
vorkommende NMHK, wahrend das Plattenepithelkarzinom (PEK) 20% aller NMHK
reprasentiert. Die Neuerkrankungsrate an NMHK hat sich wahrend der letzten
Dekaden standig erhdht, und macht zurzeit ungefahr 30% aller Krebserkrankungen
aus (DePinho, 2000). Dies liegt zum Teil an der verstarkten Sonnenexposition und an
der steigenden Zahl von Personen mit erworbener Immunsuppression.
Transplantatempfanger haben ein bis zu 100fach erhdhtes Risiko PEK und ein

10fach erhohtes Risiko BZK zu entwickeln.
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1.5.2.1 Epidermodysplasia verruciformis

Das Krankheitsbild EV wurde erstmals im Jahre 1922 von Lewandowsky und Lutz
beschrieben. Hier wurde spater erstmals die Beteiligung einer HPV Infektion an der
Entstehung des Hautkrebses belegt (Orth, 1986; Jablonska und Majewski, 1994). EV
ist eine seltene, autosomal rezessiv vererbte Krankheit, die durch eine Pradisposition
fur Infektionen mit spezifischen HPV-Typen gekennzeichnet ist, den so genannten
EV-HPV Typen (auch B-HPV genannt). Dabei handelt es sich um die HPV-Typen 5,
8, 9,12, 14,15, 17, 19-25, 36, 38 und 47. In den Genomen EV-assoziierter HPV fallt
das Fehlen des E5-Leserahmens und die Lange der NCR auf, die mit ca. 400bp nicht
einmal halb so lang wie die der anderen HPV-Typen ist (Fuchs und Pfister, 1990).
Auch die Organisation der NCR unterscheidet sich von den anderen HPV-Typen, ist
aber unter den EV-assoziierten Viren hoch konserviert (Ensser und Pfister, 1990).
Bereits im Kindesalter treten bei EV-Patienten Uberwiegend im Gesicht, auf
Handrlcken und Beinen zahlreiche flache Warzen und charakteristische, fleckige
Hautveranderungen auf, die normalerweise wahrend des gesamten Lebens
fortbestehen ohne eine Tendenz zur Remission (Jablonska et al., 1972). Ungefahr
30-60% der Patienten entwickeln ab dem 30. Lebensjahr auf dem Boden der
ursprunglich benignen EV-Lasionen Carcinoma in situ oder PEK an Sonnenlicht
exponierten Korperstellen (Tanigaki et al., 1986; Orth, 1987; Jablonska, 1991), was
wahrscheinlich auf die co-karzinogene Wirkung des UV-Anteils des Sonnenlichts
zuruckzufuhren ist. Die Tumoren wachsen lokal invasiv, metastasieren jedoch sehr
selten (Pfister, 1992a und b). Wahrend in den benignen Lasionen mindestens 23
verschiedene HPV-Typen nachweisbar sind, findet man in Uber 90% der Karzinome
hauptsachlich HPV5 oder 8 und manchmal HPV 14, 17, 20 oder 47, weshalb man
diese als kutane Hoch-Risiko Typen betrachtet. Eine Eigenschaft dieser Erkrankung
scheint eine spezifische Unfahigkeit zu sein, die HPV Infektion in den Keratinozyten
zu kontrollieren (Majewski und Jablonska, 1995; de Oliveira et al., 2003; Majewski
und Jablonska, 2002). Eine genetische Pradisposition fir diese Krankheit konnte
DNA-Loci auf dem langen Arm von Chromosom 17 und auf dem Chromosom 2
zugeordnet werden (Ramoz et al., 2000). Auf dem Chromosom 17 sind zwei fur EV
verantwortliche Gene (EVER1 und EVER2) mit EV-assoziierten Mutationen entdeckt
worden (Ramoz et al., 2002). Jedoch ist die Rolle dieser beiden Gene bei der

Kontrolle einer EV-HPV Infektion noch vollig unbekannt.
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1.5.2.2 HPV-assoziierte Hauttumoren bei immunsupprimierten Patienten und

in der Normalbevélkerung

Neue epidemiologische Studien haben gezeigt, dass EV-HPV nicht auf EV-Patienten
beschrankt sind. Sie werden auch in NMHK der Normalbevdlkerung gefunden und
sind in NMHK von immunsupprimierten Organ-Transplantatempfangern besonders
haufig (Harwood et al., 2000; Berkhout et al., 2000; Pfister, 2003). Die Bedeutung
dieser Entdeckungen flr die Hautkarzinogenese ist noch unklar, weil keine
Hochrisiko HPV Typen in NMHK der nicht-EV Patienten vorherrschen und niedrige
Viruslasten darauf hin deuten, dass nur eine Minderheit der Tumorzellen HPV DNA
enthalten (Pfister, 2003). Jedoch konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein
von Antikérpern gegen HPV8 Kapside mit Hautkrebs (PEK) (Feltkamp et al., 2003;
Masini et al., 2003) und mit der Entwicklung vieler pramaligner, aktinischer Keratosen
(Bouwes Bavinck et al., 2000) assoziiert ist, was bedeuten kdnnte, dass dieser EV-

Typ auch eine Rolle bei NMHK in der Normalbevoélkerung spielt.

1.5.3. Molekulare Mechanismen der Hautkarzinogenese

Umfangreiche Studien der Schleimhaut-assoziierten HPV Typen (z.B. HPV16) haben
gezeigt, dass die Onkoproteine E6 und E7 fur die Krebsentstehung verantwortlich
sind, indem sie die Regelung des Zellzyklus und der Apoptose behindern.
Verhaltnismallig wenig ist Uber die kutanen HPV Typen bekannt und die meisten
vorliegenden Daten legen nahe, dass die Onkogene von HPV Typen der Haut und
der Schleimhaute nur wenige gemeinsame Eigenschaften haben. Im Gegensatz zu
HPV16, interferieren die E6 Proteine der EV-assoziierten HPV5 und HPV8 nicht mit
p53 oder E6-AP (Scheffner et al., 1990; Kiyono et al., 1994) und kénnen p53 nicht
degradieren (Steger und Pfister, 1992; Elbel et al., 1997). Dennoch kdnnen sie
Nagerzellen transformieren und Wachstum in Weichagar induzieren (Iftner et al.,
1988; Kiyono et al., 1992). Diese EG6-Proteine transformieren Zellen folglich auf
einem anderen Weg, Uber den bisher noch wenig bekannt ist. Sie degradieren
ebenso wie HPV16 oder 18 E6 Proteine das p53-induzierte, proapoptotische Protein
Bak (Thomas und Banks, 1999; Jackson et al., 2000). Einige kutane Typen (z.B.
HPV5) verhindern so nach UV-Bestrahlung die Induktion der Apoptose (Jackson und
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Storey, 2000). Wenn Zellen mit DNA Schaden aufgrund einer voribergehenden
Sonnenlicht-Exposition nicht durch Apoptose beseitigt werden, koénnen sich
somatische Mutationen ansammeln, die schlieRlich zu Krebs fuhren. Die E7 Proteine
der EV-HPV, mit Ausnahme von HPV38, interagieren viel schwacher mit dem
Tumorsuppressor pRB (Iftner et al., 1988; Kiyono et al., 1989; Schmitt et al., 1994;
Caldeira et al., 2003) als die von HPV16 und transformieren Nagetierzellen nur
gemeinsam mit einem aktivierten H-ras Gen (Yamashita et al., 1993). Expression des
HPV8 E2 Proteins fuhrte zu Wachstum von Nagerfibroblasten und humanen
Hautkeratinozyten (HaCat) in Weichagar (Fuchs et al., 1993).

Aufgrund dieser in-vitro Unterschiede zwischen Haut- und Schleimhaut- HPV Typen
konnte man erwarten, dass die kutanen Viren eine niedrigere krebserzeugende
Aktivitat haben. Um die Effekte der frihen Gene von HPVS8 in vivo zu studieren,
wurde ein transgenes Mausmodell mit der gesamten fruhen Region (GFR) von HPV8
etabliert (Schaper, 2003), in dem die Gene E1, E2, E4, E6 und E7 unter Kontrolle
des humanen Keratin-14 Promotors in der Basalschicht von Plattenepithelien
exprimiert werden. In diesen transgenen Tieren entwickelten sich vereinzelt oder
multifokal gutartige Tumoren, gekennzeichnet durch Papillomatose, Akanthose und
Hyperkeratose, vor allem an Korperstellen, an denen sie sich leicht kratzen oder
beiRen konnten. In zwei Fallen konnte ein PEK diagnostiziert werden, was
eindrucksvoll ein karzinogenes Potential des EV-assoziierten HPV8 belegte. Es
wurde begonnen, transgene Tiere mit FVB/N und BL6 Wildtyp Mausen zu kreuzen,
um Unterschiede in der spontanen Entwicklung der Papillomatose in den beiden
genetischen Hintergriinden zu untersuchen. AuRerdem wurden fir drei Hauttumoren
mittels Echtzeit RT-PCR hochste Expressionsspiegel fur HPV8-E2 ermittelt, gefolgt
von E7 und E6. Weder in den gutartigen noch in den bdsartigen Mausetumoren

konnten Mutationen im Tumorsuppressorprotein p53 beobachtet werden.



Einleitung 15

1.5.4. Der Einfluss von UV-Strahlung auf die Entstehung von nicht-
melanozytarem Hautkrebs

Ein anerkannter und wichtiger Risikofaktor fir NMHK ist UV-Licht (Armstrong und
Kricker, 2001). Es gibt Hinweise, dass die Sonnenlicht Exposition in jungen Jahren
mehr zur Entwicklung von solaren oder aktinischen Keratosen und den damit
assoziierten Hauttumoren spater im Leben beitragt, als die Exposition im héheren
Alter (Bouwes Bavinck und Berkhout , 1997). Die UV-Strahlung des Sonnenlichtes
setzt sich zusammen aus UV-A mit einer Wellenlange von 320 bis 400nm, UV-B von
280 bis 320nm und UV-C von 200 bis 280nm. Das mutagene Potential von UV-A
konnte in Bestrahlungsexperimenten mit Mausen und Fischen nachgewiesen werden
(Sterenborg und van der Leun, 1990; Setlow et al., 1993). UV-A wirkt auf die
Entstehung von Hautkrebs additiv zu UV-B, ist aber alleine erst in hohen Dosen
krebserregend (Strickland, 1986; de Gruijl, 2002; Persson et al., 2002). Am meisten
wird die Haut von der energiereicheren UV-B Strahlung geschadigt.
Epidemiologische und experimentelle Studien konnten belegen, dass UV-B ein
Hauptrisikofaktor fur die Entstehung von Hautkrebs ist (Brash et al., 1991; de Gruijl
und Forbes, 1995; Nataraj et al., 1995). Die UV-B Strahlung induziert viele Gene der
DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Proteinsynthese und -degradierung sowie der
RNA-Metabolisierung (Koch-Paiz et al., 2004). Hauptverantwortlich fur die
Photokarzinogenese sind mutagene Schadigungen der DNA durch UV-B-Strahlung.
Die Strahlung wird in der Haut von organischen Molekulen mit konjugierten
Doppelbindungen wie DNA, RNA und Proteinen, die Tryptophan oder Tyrosin
enthalten, absorbiert (de Gruijl et al.,, 2001). Die haufigsten Produkte dieser
Energieabsorption sind Folge von Reaktionen zwischen benachbarten Pyrimidinen,
bevorzugt zwischen Thymin-Resten. Das Thymin-Dimer, das kovalent Uber einen
Cyclobutan-Ring verbunden ist, kann bis zu 85% aller UV-Schaden ausmachen
(Livneh et al.,, 1993). In etwa 10% aller Falle findet man ein (6-4) Pyrimidin-
Pyrimidon-Photoprodukt, was eine Verzerrung der DNA verursacht (Brash et al.,
1991). Das p53-Gen ist aufgrund von UV-Strahlung in 60 bis 75% der aktinischen
Keratosen, ca. 50% der Basaliome und in mehr als 90% der kutanen PEK mutiert
(Rees, 1994). In der Regel handelt es sich bei diesen Mutationen um Transitionen

von Cytosin nach Thymin (Ziegler et al., 1993). Diese p53-Mutationen kbnnen zum
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Verlust der Funktion als Tumorsuppressor und gleichzeitig zur Zunahme
karzinogener Funktion fuhren.

Hinsichtlich einer moglichen Wechselwirkung zwischen HPV und UV- Exposition ist
es interessant zu vermerken, dass ein UV-induzierbares, p53-abhangiges Element in
HPV77 (isoliert aus einem PEK eines Transplantatempfangers) gefunden wurde, das
eine Aktivierung der viralen Transkription vermittelt (Purdie et al., 1999). Eine
Aktivierung des Promotors durch UV-Bestrahlung wurde auch fur HPV20 und einige
andere EV-HPV (Ruhland und de Villiers 2001) sowie fur HPVS5 und HPVS8
beschrieben (Akgul et al., 2005a). Bei der Analyse des minimalen DNA-
Replikationsursprungs und des damit Uberlappenden frihen Promotors des EV-
HPV8 konnte eine unkonventionelle Binderegion des viralen E2 Proteins und eine
DNA-Binderegion des Tumorsuppressorproteins p53 identifiziert werden. Beide
Faktoren binden konkurrierend an die Promotorregion. Im Gegensatz zu seinem
negativen Effekt auf die DNA Replikation, stimulierte p53 den frihen Promotor (Akgul
et al., 2003). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass UV-Bestrahlung, die p53
induziert, auch den frGthen Promotor und damit die Expression der Onkogene von
persistierendem HPV8 stimuliert. Dadurch kommt es in Proto-Onkogenen durch
Mutationen zu einer gesteigerten Aktivitat dieser Gene. In Hauttumoren werden
haufig Mutationen in der ras-Genfamilie identifiziert (Spencer et al., 1995) Die ras-
Gene (H-ras, K-ras, N-ras) kodieren fur GTP-bindende GTPasen, welche an der
Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren beteiligt sind. Mutierte ras-Gene
besitzten nicht mehr die GTP-hydrolysierende Aktivitat und Ubertragen so
kontinuierlich das Signal auf die raf-Kinase im Ras-MAP-Kinase-Signalweg, wodurch

es zur Dysregulation des Zellwachstums kommt (Adjei, 2001).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die Etablierung des transgenen Mausmodells mit der gesamten fruhen Region (GFR)
von HPV8 liel3 erkennen, dass die Expression viraler Gene in vivo fur die
Entwicklung von NMHK ausreichend ist (Schaper, 2003). Im ersten Teil dieser
Dissertation wurde dieses Projekt weitergefuhrt. Die Nachkommenschaft der bereits
gegrundeten Mausstamme sollte durch zusatzliche pathologische und histologische
Untersuchungen weiter charakterisiert werden. Weiterhin sollten Unterschiede in der
RNA Expression der einzelnen friihen Gene zwischen den verschieden Linien und
genetischen Hintergrinden HPV8 positiver Tiere erforscht werden.

Da im HPV8-GFR Mausmodell alle frihen Gene von HPV8 gleichzeitig exprimiert
werden, sollten im Rahmen dieser Dissertation die Gene auch einzeln im transgenen
Mausmodell untersucht werden, um deren Rolle in der Karzinogenese zu
charakterisieren. HPV8-E6, -EG6/E7 und -E7 wurden hierzu unter die Kontrolle des
Keratin-14 Promotors gestellt, welcher die Expression dieser Gene in basalen
Hautkeratinozyten aktiviert. Eventuell auftretende Hautlasionen sollten histologisch
untersucht werden und mit den bereits vorhandenen Befunden an HPV8-GFR
Mausen verglichen werden.

Im zweiten Teil dieser Dissertation sollte der Frage nachgegangen werden, ob UV-
Licht mit den frGhen Proteinen von HPV8 in additiver oder synergistischer Weise die
Entstehung und Weiterentwicklung der Hauttumoren moduliert. Zur Beantwortung
dieser Frage sollten HPV8 transgene Mause, die noch keine spontanen, HPV8
typischen Hautveranderungen aufwiesen, mit UV bestrahlt werden und der Verlauf
der Tumorentwicklung pathologisch und histologisch charakterisiert werden.
Aufgrund unserer Beobachtungen, dass Hautlasionen zunachst meistens an Stellen
auftraten, an denen sich die Mause gekratzt haben, sollte auch der Frage
nachgegangen werden, ob das gezielte Setzen von Wunden ausreicht, um die HPV8

bedingte Papillomatose zu induzieren.
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2. Material

2.1. Bakterienstamme

Escherichia coli Top10

Dieser Bakterienstamm wurde flur die Zwischenklonierung in pCR-Blunt verwendet.
Genotyp: F, mcrA, A(mrr hsdRMS mcrBC), ¢80dlacZAM15, AlacX74, deoR, recA1,
araDI39, A(ara leu)7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG (Invitrogen, Karlsruhe).

Escherichia coli XL2 blue

Dieser Bakterienstamm wurde fir Klonierungen eingesetzt. Genotyp: recA1, endA1,
gyrA96, thi 1, hsdR17, supE44, relA1, lac[F', proAB, laclqZAM15, Tn10 (Tetr)]
(Stratagene, Heidelberg).

2.2. Versuchstiere

Hausmaus (Mus musculus)

Stamm: DBA/BL6

Verwendung: Grindermause

Herkunft: Charles River Deutschland, Sulzfeld

Stamm: FVB/N
Verwendung: Zuchtmause
Herkunft: Charles River Deutschland, Sulzfeld

Stamm: BL6
Verwendung: Zuchtmause
Herkunft: Charles River Deutschland, Sulzfeld
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2.3. Medien fur die Bakterienkultur

LB Medium (Luria Bertani Medium, Difco)

Bacto Trypton 10 g/l
Bacto Hefe Extrakt 5 g/l
NaCl 8 g/l

LB Agar (Difco)

Bacto Trypton 10 g/l
Bacto Hefe Extrakt 5 g/l
NaCl 8 g/l
Bacto Agar 15 g/l
(pH 7,2)

SOC Medium (Difco)

Bacto Trypton 20 g/l
Bacto Hefe Extrakt 5 g/l
NaCl 500 mg/I
KCI 250 mM
MgCl, 2 mM
Glucose 20 mM
(pH 7,0)

2.4. Nukleinsduren

2.4.1. Rekombinante Plasmide

Die Positionsangaben beziehen sich jeweils auf die veroffentlichten Sequenzen unter
Angabe der Accession Nr. (AN) der Genbank.

K14-CreErtam

Dieser Vektor besteht aus dem pGEM-3Z Ruickgrat, dem humanen K14-Promotor
(Lange 2007bp; von nt. 281 — 2288; AN: gi533529), dem 2.Intron des R-Globin-Gens
vom Kaninchen (Lange: 639bp; von nt. 557-1196; AN: V00878), dem T7 Primer, dem
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K14 Poly A-Signal (Lange: 485bp; von nt. 4746-5231; AN: gi186704) und dem SP6-

Primer.

K14-HPV8-GFR (gesamte friihe Region; 11024bp)

Dieser Vektor ist genauso aufgebaut wie der K14-CreErtam Vektor, jedoch befinden
sich zwischen dem T7 Promotor und dem Poly A-Signal die frihen Gene E1, E2, E4,
E6 und E7 von HPV8 (Lange 5111bp von nt. 1-5111; AN: M12737).

2.4.2. Klonierungsvektoren

pUC18 (2,7 kb)

Hierbei handelt es sich um einen E. coli Klonierungsvektor von 2,7kb. Er enthalt
das R-Lactamasegen, das Gen fur Ampizillinresistenz, den Replikationsursprung von
pBR322 und zusatzlich das Gen fur die R-Galaktosidase. (Yanisch-Perron et al.,

1985). Dieser Vektor diente als Positivkontrolle fur die Transformation.

pCR-blunt-TOPO (3,5 kb)

Dieser Vektor der Firma Invitrogen (Leek, Holland) eignet sich besonders gut fir die
Klonierung von PCR-Produkten. Die multiple Klonierungsstelle liegt im Leserahmen
des ccdB-Gens, welches fur ein toxisches Genprodukt kodiert. Deshalb wird eine
direkte Selektion gegen nicht rekombinante Vektoren mdglich. Weiterhin besitzt der
Vektor das Gen fiur Kanamyzin-Resistenz. Dieser Vektor wurde fir die

Zwischenklonierung verwendet.

2.4.3. Synthetisch hergestellte Oligonukleotide

Samtliche HPLC-gereinigte Oligonukleotide wurden bei den Firmen Eurogentec
(Brussel, Belgien) und Sigma Ark GmbH (Steinheim) synthetisiert.

Restriktionsnuklease Schnittstellen sind fett hervorgehoben.
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Oligonukleotide fur die Klonierung der K14-HPV8-E6, -E6/E7 und —E7 Plasmide

Position

Name Nukleotidsequenz in 5’-3’ Richtung ()"
n

HPV8-E6fw | GGATCCTTTCCTAAGCAAATGGACGGG 184-204

HPV8-E6bw | GGATCCGCATGCCACAAAATCTTGCACAGTGACCTC | 688-665

HPV8-E7fw | GGATCCAGGAGTTTGCAGGCTTTGTAAGC 621-643

HPV8-E7bw | GGATCCGCATGCCCTTTATGATCCGCCATGTTTG 967-946

*AN von HPV8: M12737; GGATCC:BamHI, GCATGC:Sphl

Oligonukleotide fur die Sequenzierung der K14-HPV8-E6, -E6/E7 und —-E7
Plasmide

Name Nukleotidsequenz in 5'- 3’ Richtung Position (nt.)*
K14-Rabbit fw vor T7 | CCTGCCTTTCTCTTTATGG 2505-2523
K14-PolyA CCACTCCTAACAATGACCAG 8002-7983

*Positionen bezogen auf K14-HPV8-GFR mit 11024bp

Oligonukleotide fur die 3-Globin-PCR

Name Nukleotidsequenz in 5’- 3’ Richtung Position (nt.)*

R-Glob fw | CCAATCTGCTCACACAGGATAGAGAGGGCAGG 2590-2621

R-Glob bw | CCT TGAGGCTGTCCAAGTGATTCAGGCCATCG 3083-3052

*Konkel et al., 1978; AN:J00413

Oligonukleotide fur die Kontrolle auf intakte K14 Expressions-Kassette

Name Nukleotidsequenz in 5’- 3’ Richtung | Position (nt.)*

K14Prom-fw-Test PCR GGGTTTGCTTTGGGAGGTTG 720-739

K14Prom-bw-Test PCR | TCTCACATCCACCACACCATAGG 1345-1323

K14-PolyA Test PCR fw | TGGACACAGATCCCACTGGAAG 7853-7874

K14-PolyA Test PCR bw | TGAATGAATATCCCTCCGTACCC 8201-8174

*Positionen bezogen auf K14-HPV8-GFR mit 11024bp
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Oligonukleotide fur die Analyse von p53-Gen Mutationen

Name Nukleotidsequenz in 5’- 3’ Richtung Position (nt.)*
Exon4fw TAGGCTGAGAACACAGTCCTGAGG 81452 — 81475
Exondbw GCATTGAAAGGTCACACGAAAGAC 81804 — 81781
Exon5fw CCTGATCGTTACTCGGCTTGTC 82438 — 82459
Exon5bw CAACTGTCTCTAAGACGCACAAACC 82907 — 82883
Exon7fw TGTAGTGAGGTAGGGAGCGACTTC 83219 — 83242
Exon7bw GGGTAGGAACCAAAGAGCGTTG 83490 — 83469
Exon8+9fw GCAGATATGACAAGAGGGGTTG 83589 — 83610
Exon8+9bw GCGAGAGACAGAGGCAATAATGG 84053 — 84031

*AN von p53: AL731687

Oligonukleotide fur die Analysevon H-ras-Gen Mutationen

Name Nukleotidsequenz in 5’- 3’ Richtung Position (nt.)*
H-ras fw CTGGAGGCGTGGGAAAGAGTG 56370-56390
H-ras bw CTGTACTGATGGATGTCCTCGAAG 56837-56814

*AN von H-ras: AC108908

Oligonukleotide fur die qualitative Kontrolle der RT-PCR

Name Nukleotidsequenz in 5’- 3’ Richtung Position (nt.)*

R-aktinfw | GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 183-203 (MRNA, cDNA)
1141-1161 (DNA)

R-aktin bw | CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 722-698 (MRNA, cDNA)

2221-2198 (DNA)

*AN von R-aktin mMRNA: NM_007393 und R-aktin Gen: 11461
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Oligonukleotide fur die quantitative mRNA Bestimmung im Lightcycler

Name Nukleotidsequenz in 5’ — 3’ Richtung Position (nt.)*

HPVB8EGfw-RT PCR | GCGGCTTTAGGTATTCCATTGC 271-292

HPV8EGbw-RT PCR | GCTACACAACAACAACGACAACACG | 428-404

HPV8E7fw- RT-PCR | CCTGAAGTGTTACCAGTTGACCTGC | 734-710

HPV8E7bw- RT-PCR | CAGTTGCGTTGACAAAAAGACG 870-848
HPV8E2fw- RT-PCR | AACGCCACAACAAACCG 3410-3427
HPV8E2bw- RT-PCR | AGGACCTGGACCTGGATACG 3586-3567
R-aktin fw Lightcycler | CCAGAGCAAGAGAGGTATCCTGAC 254-277
R-aktin bw Lightcycler | CATTGTAGAAGGTGTGGTGCCAG 358-335

*AN: M12737 fur HPV8 und R-aktin mRNA: NM_007393

2.4.4. DNA Langenstandards

1 kb DNA Leiter (New England Biolabs, Eggenstein)
1 kb DNA Leiter (Invitrogen, Karlsruhe)

100 bp DNA-Leiter (New England Biolabs, Eggenstein)
2.5. Enzyme

Enzyme wurden bei folgenden Firmen erworben:

. Roche (Mannheim)

. Invitrogen (Karlsruhe)

. New England Biolabs (Schwalbach)
. Promega (Madison, USA)

. Stratagene (Heidelberg)

2.6. Reagenziensysteme

. QIA prep 8 Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
. Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)
. Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden)
. Rneasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen, Hilden)

. PCR/Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden)
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. QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
. Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden)

2.7. Reagenzien

Es wurden Laborchemikalien folgender Firmen eingesetzt:

. Amersham Pharmacia (Freiburg),

. Bio-Rad (Munchen),

. Merck (Darmstadt),

. New England Biolabs (Schwalbach),

. Pharmacia (Uppsala),

. Qiagen (Hilden),

. Roche Diagnostics (Mannheim),

. Roth (Karlsruhe),

. Sigma Aldrich (Deisenhofen) im Reinheitsgrad ,reinst bzw. ,p.a.*

2.7.1. Antikorper

. CMS5 - p53 Protein, polyklonal; Novocastra (GroRbritannien)

2.8. Losungen und Puffer

Alle Puffer fir molekularbiologische Experimente wurden, soweit nicht anders
angegeben, nach Sambrook et al.,, (1989) angesetzt. Losungen und Puffer fur

histologische Untersuchungen wurden nach Romeis (1989) angesetzt.

Narkosemittel fir Mause

Das Narkosemittel wurde aus zwei Komponenten zusammengesetzt. In 20ml
steriiem PBS wurden 100mg des Analgetikums Ketamine-hydrochlorid (Sigma,
Deisenhofen) und 20mg des Sedativums Xylazine-hydrochlorid (Sigma,
Deisenhofen) gel6st. Bei 4°C und vor Licht geschutzt gelagert war das Narkosemittel

ca. 1 Monat haltbar.
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3. Methoden

3.1. Bakterienkultur

3.1.1. Erzeugung kompetenter Bakterien fir die Transformation

Transformationskompetente XL2-Blue Bakterien wurden nach der Methode von
Chung und Miller (1988) hergestellt. Dabei wurden 100 ml LB-Medium mit 2,5 ml
einer frischen Bakterien-Vorkultur angeimpft und bei 37°C unter Schutteln bis zu
einer OD600 von 0,5 inkubiert. AnschlieRend wurden 20 ml dieser Kultur in weitere
100 ml LB-Medium verdunnt und wiederum bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert.
Danach wurden die Bakterien fur 10 min auf Eis gestellt und anschlieRend 10 min bei
0°C und 3000g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Bakterien
in 5 ml, 4°C kaltem TSB (Transformation and Storage Buffer; PEG (MW = 3350) 30
mM, DMSO 5%, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM in LB-Medium) resuspendiert, und
erneut 10 min auf Eis inkubiert. Zum Schluss wurden die Bakterien zu je 500 pl
aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und daraufhin bei -80°C gelagert.
Die Effizienz der kompetenten Bakterien wurde getestet indem 100 pl der Bakterien
mit 1 ng pUC18 Plasmid transformiert wurden. Anhand der Anzahl der gewachsenen
Kolonien wurde die Transformationseffizienz der Bakterien fur 1 pg =zu
transformierender DNA berechnet. In der Regel lag die Effizienz zwischen 5x10° bis
3x10° Kolonien/ug DNA.

3.1.2. Transformation kompetenter Bakterien

Fir die Transformation kompetenter XL2-Blue Bakterien wurden 1 ng DNA bzw. die
DNA eines Ligationsansatzes mit 50 pl Bakterien 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock flir 45 sec bei 42°C im Wasserbad wurden 250 pyl SOC-Medium
zugegeben. Damit die Bakterien das Resistenzgen exprimieren konnten, erfolgte
eine einstundige Inkubation bei 37°C. Die Bakterien wurden dann auf selektive LB-

Agar-Platten ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.1.3. Langzeitlagerung von Bakterien

FuUr die Langzeitlagerung wurden 750 pl einer dichten Bakterien-Vorkultur mit 250 pl

100% Glyzerin vermischt und bei -80°C eingefroren.

3.2. DNA-Methoden

3.2.1. Plasmidisolierung aus Bakterien

Fir die Plasmidisolierung wurden Bakterien in LB-Medium mit dem geeigneten
Selektionsmarker Uberfuhrt und bei 37°C Uber Nacht unter Schutteln inkubiert bis die
Kultur dicht gewachsen war. Fir eine analytische Plasmidisolation wurden 5 ml und

flr eine praparative Plasmidisolierung bis zu 200 ml LB-Medium angeimpft.

3.2.2. Plasmidpréparationen

Praparative Plasmidisolationen wie Mini-, Midi-, oder Maxipraparationen, Gel- und
PCR-Extraktionen wurden mit Reagenzsystemen der Firma Qiagen (Hilden) nach
den Protokollen des Herstellers durchgeflhrt. Sie basieren auf der alkalischen
Extraktionsmethode nach Birnboim und Doly (1979) und der Bindung der DNA an
Anionen-Austauscher-Saulen. Zum Schluss wurde die DNA in 10 mM Tris EDTA
Puffer (pH 8.0) eluiert. Die Konzentration der DNA wurde spektrometrisch bei 260

nm in Quarzkivetten bestimmt.

3.2.3. DNA-Standardmethoden

Samtliche hier aufgeflihrten Methoden wurden nach Protokollen von Sambrook et al.
(1989) und Ausubel et al. (1994) durchgefuhrt.

. Ethanol-Prazipitation von DNA

. Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

. Dephosphorylierung von §’-uberhangenden DNA-Fragmenten
. Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

. Gelelektrophorese von Nukleinsauren
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3.3. Erzeugung transgener Mause durch Mikroinjektion

3.3.1. Aufreinigung des Transgens

Fur die verschiedenen Mikroinjektionen wurden jeweils 50ug Plasmid DNA mit Sacl
und Hindlll geschnitten und auf ein Agarosegel aufgetragen, um nach
Elektrophorese die K14-Fragmente mit den HPV8-E6, -E7 oder -E6/E7 Genen
auszuschneiden (Abb.7). Die gereinigte DNA wurde Uber eine Millipore-Membran
filtriert, mit 100 - 200ul H,O eluiert, erneut filtriert und mit 100 — 200ul M2-Medium
(Hogan et al., 1994) eluiert, das 300ug/ml Hyaloronidase enthielt. Die DNA wurde
dann in einer Konzentration von 1 pg/ul fur die Mikroinjektion verwendet.

3.3.2. Gewinnung befruchteter Oozyten

Befruchtete Oozyten wurden erhalten, indem man juvenile D2B6F1 (DBA/2 (D2) x
C57BL6 (B6) F1) Weibchen durch eine intraperitoneale Gabe von 15U Pregnant-
Mare-Serum-Gonadotropin (PMSG) zur Superovulation anregte. Drei Tage spater
erfolgte eine intraperitoneale Injektion von 5U humanem Choriogonadotropin (hCG).
AnschlieBend wurden die Weibchen verpaart. Am nachsten Tag konnte eine
erfolgreiche Befruchtung anhand des aufgetretenen Vaginalpfropfens erkannt
werden. Nach Euthanasie der Weibchen durch zervikale Dislokation wurden die
befruchteten Oozyten aus den Ovidukten entfernt und in M2-Medium Uberfuhrt, das
zusatzlich 300pg/ml Hyaloronidase enthielt, damit sich die Oozyten von den
Follikelzellen 16sen. Zum Schluss wurden die Oozyten mit frischem M2-Medium

dreimal gewaschen. Auf diese Weise wurden ca. 30 Oozyten pro Maus isoliert.

3.3.3. Mikroinjektion des Transgens und Implantation der Oozyten

Fur die Mikroinjektion wurden die befruchteten Oozyten zunachst in frisches M2-
Medium Uberfahrt. Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden ca. 1-2 yl DNA-L6sung
in den mannlichen Pronukleus der Oozyte injiziert. Anschliel3end wurden die Oozyten
in M16-Medium (Hogan et al., 1994) tberflhrt.

Aufgrund der Tatsache, dass sich bei Mausen befruchtete Eier nur nach einer
Kopulation in der Gebarmutterschleimhaut einnisten, wurden Weibchen im Alter von

etwa 8 Wochen mit vasektomierten Mannchen verpaart. Am nachsten Tag wurden
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Weibchen mit Vaginalpfropfen narkotisiert und ca. 15-30 mikroinjizierte Oozyten in

das Ovidukt implantiert. Nach drei Wochen wurde die FO-Generation geboren.

3.4. Etablierung transgener Maus Linien

3.4.1. Kreuzung von Mausen

Die transgen-positiven Mause der FO Generation wurden sowohl mit FVB/N als auch
mit BL6 Wildtyp Mausen verpaart. Fur die weitere Zucht wurden bevorzugt mannliche
transgen-positive Tiere ausgewahlt, die dann in der Regel mit zwei Wildtyp-Weibchen
verpaart wurden. Nach 21 Tagen wurden die Nachkommen geboren und im Alter von

ca. 3 Wochen abgesetzt.

3.4.2. Markierung der Mause

Nach dem Absetzen des Wurfes wurden die Tiere mit Hilfe einer Ohrlochzange
markiert. Die Nummerierung der Mause eines Wurfes erfolgte meistens von eins
ausgehend. In Kombination mit den Kafignummern konnte so jede Maus eindeutig
zugeordnet werden. Beispielsweise hat die Maus Nr. 16 aus Kafig Nr. 312 die
Kurzbezeichnung 16K312 erhalten. Jede Maus wurde aullerdem noch mit einer
weiteren Nummer gekennzeichnet, um ihre Herkunft und Linie genau bestimmen zu
konnen. So hatte beispielsweise die Maus Nr. 16 aus Kafig 312 die Bezeichnung
631-8-15-10-16. Bei der ersten Nummer handelt es sich um die FO-Maus und die
darauf folgenden Generationen sind dahinter gestellt, d.h. bei der Nr. 16 handelt es

sich um die F4 Generation der Linie 631.



Methoden 29

3.5. Genotypisierung der Mause

3.5.1. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von definieten DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-
kettenreaktion (Mullis und Fallona, 1987) eingesetzt. In der Regel wurden 150-300ng
Matrizen-DNA, je 30pmol Primer, 200uM dNTPs, 5ul 10x-Tag-Polymerase-Puffer,
eine Einheit Tag-Polymerase eingesetzt und mit Wasser auf 50ul aufgeflllt. Der
Denaturierungsschritt erfolgte fur 3 min bei 95°C, die Hybridisierung fur 1 min bei
entsprechend optimierter Temperatur und die Elongation fir 2 min pro kb DNA bei
72°C.

3.5.2. Extraktion von genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Unmittelbar nach der Markierung wurden den Mausen 5mm ihrer Schwanzspitze
abgeschnitten, aus denen mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) genomische DNA extrahiert wurde. Die genomische DNA wurde mit
100ul eluiert, um die DNA-Konzentration zu erhdhen. Danach wurden 4pl dieser DNA
als Matrize in einer R-globin PCR eingesetzt, um die Qualitat der Aufreinigung zu
Uberprifen und das Vorhandensein inhibitorischer Substanzen auszuschliefl3en
(Konkel et al., 1978). Die 3-globin PCR Reaktion bestand aus einem anfanglichen
Denaturierungsschritt von 3 min (95°C) gefolgt von 29 Zyklen der Amplifizierung
(95°C, 30 sec; 60°C, 1,5 min; 72°C, 2 min). Beendet wurde die PCR Reaktion mit
einem 10 min Elongationsschritt bei 72°C. Nach einer erfolgreichen R3-globin PCR
wurde die genomische DNA der Mause auf das Vorhandensein des Transgens
Uberpruft. Die PCR wurde mit Primern durchgefihrt, die auRerhalb der frihen Gene
von HPV8-E6 oder E7 hybridisieren. Die Amplifikation erfolgte in 50 l
Gesamtvolumen mit 1 Einheit Taq Polymerase, dem dazugehdrenden Puffer
(Fermentas, St. Leon-Rot), 0,25 pg Bovines Serum Albumin (BSA), Deoxynukleotid
Triphosphate (je 0,2mM), Primer (je 30 pmol) und 2mM MgCl,. Die E6 und E7 PCR
wurde unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt wie die oben erwahnte 3-globin
PCR.
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3.6. DNA-Sequenzierung und Analyse der Sequenzen

Jeweils 3 bis 10 pmol Primer und ca. 150 — 300ng Plasmid-DNA wurden in einem
Gesamtvolumen von 6ul auf einem ABI Prism 377 Sequencer (Applied Biosystems,
Perkin Elmer, Norwalk) sequenziert. Die Auswertung erfolgte mithilfe der Software
Edit View (Perkin Elmer, Norwalk). AnschlieRend wurden die ermittelten DNA-
Sequenzen mit dem Programm Mac Vector 7.0 (Accelrys, Cambridge) untersucht

und mit der HPV8 Referenz Genom Sequenz verglichen.

3.7. Analyse der Mause

3.7.1. Makroskopische Analyse der Mause

Die Mause wurden alle drei Tage auf Veranderungen der Haut untersucht und die
aufgetretenen Hautveranderungen in einer Datenbank (SPSS 12.0) notiert. Die
Mause, bei denen die Lasionen eine bestimmte GrofRle erreicht hatten, wurden
obduziert. Bei der Obduktion wurden die Tumore heraus prapariert und besonders
auffallige Bereiche flr die anschlielende histologische Untersuchung in Formalin
gelegt. Aullerdem wurden Biopsien des Tumorgewebes, der Haut und der Leber fur
spatere molekularbiologische Untersuchungen entnommen, sofort in flissigem

Stickstoff eingefroren und anschlieRend bei -80°C gelagert.

3.7.2. Histologische Untersuchungen

Die enthommenen Gewebeproben wurden in gepuffertem Formalin (4%) Uber Nacht
fixiert und entsprechend dem routinemalligen Standardprotokoll in einem
Autotechnikon (Tissue-TE VIP) entwassert und in Paraffin eingebettet (Romeis et al,
1989). Von diesen Paraffinblocken wurden 4pm dicke Schnitte angefertigt, auf
Adhasiv-Objektragern fixiert und anschlieliend mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
Die gefarbten Schnitte der Gewebeproben wurden daraufhin auf pathologische

Auffalligkeiten untersucht.
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3.8. Experimentelle Eingriffe an Mausen

3.8.1. Narkotisieren der Mause

Mausen im Alter von 3-4 Wochen (<25g) wurden 250-350ul und 6-8 Wochen alten
Tieren (>259g) ca. 450ul Narkosemittel (2.9) intraperitonal gespritzt. Diese Menge war

ausreichend um die Mause ca. 45 min lang ruhig zu stellen.

3.8.2. UV-Bestrahlungen

Den narkotisierten Mausen wurde mit Hilfe eines elektrischen Rasierers (Eickemeyer,
Tuttlingen) der Rlcken, 2cm oberhalb des Schwanzansatzes rasiert. Diese Stelle
wurde gewahlt, weil die Mause sich dort nicht selber kratzen konnen. Vor der
Bestrahlung wurden die Mause mit einer Alufolie abgedeckt, die mit 2cm x 2cm
grol3en Aussparungen versehen war. Danach wurden die Tiere mit einem UV-Gerat
bestrahlt, das sowohl UVA- (PUVA; 320-400nm) als auch UVB-Licht (UV21; 280-
360nm) emittieren konnte (UV801; Waldmann Medizintechnik, Villingen-
Schwenningen). Dabei wurde mit einem Messgerat (Variocontrol, Waldmann
Medizintechnik) darauf geachtet, dass alle Mause in einem homogenen

Bestrahlungsfeld und mit derselben Intensitat bestrahlt wurden.

3.8.3. Wundheilungsexperimente

Fur die Wundheilungsexperimente wurden die Tiere narkotisiert, der Riucken rasiert
und desinfiziert. AnschlieRend wurde die Rickenhaut mit Biopsiestanzen (PFM,
KbIn) so gestanzt, dass zwei kreisrunde 4mm gro3e Wunden entstanden. Die
ausgestanzten  Hautsticke wurden in gepuffetem Formalin  fir die
Paraffineinbettung, in Tissue Tek O.C.T Compound (Sakura Finetek, Heppenheim)
fir Kryoschnitte und in RNAlater (Qiagen, Hilden) fir die Extraktion von RNA
eingelegt.
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3.9. RNA-Methoden

3.9.1. Extraktion von Gesamt-RNA

Die Isolierung der RNA aus Haut- und Tumorproben erfolgte mit dem Rneasy Fibrous
Tissue Mini Kit von Qiagen. Die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben wurden flr die
Aufreinigung zunachst in ca. 30 mg schwere Stucke geschnitten. Anschliefend
wurde das Gewebe in ein 2 ml fassendes Eppendorf Gefald mit einer 5mm Stahlkugel
und 300ul RLT-Puffer (R-Mercaptoethanol; Endkonz. 1%) Uberfuhrt. Danach wurden
die Proben mit Hilfe einer Schwingmuhle (Mixer Mill 301, Fa. Retsch, Haan) 3 min bei
30 Hz homogenisiert. Die weitere Extraktion erfolgte genau nach Protokoll des
Herstellers. Lediglich der DNase Verdau wurde auf 30 min verlangert, um einen
vollstandigeren Abbau der DNA zu ermdglichen. Die RNA wurde mit 50ul Rnase

freiem Wasser eluiert und anschlie3end bei -80°C eingefroren.

3.9.2. Herstellung der cDNA

Die isolierte mRNA wurde zunachst durch eine Reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Dabei wurden jeweils 4 ul der RNA-Extrakte eingesetzt. Die reverse
Transkription wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers des Omniskript
Reverse Transkriptase Kits (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt unter Verwendung von
1uM Anchored Oligo-dT23-Primern (Sigma, Deisenhofen). Aulderdem wurden dem
Ansatz noch 10 Einheiten Rnase Inhibitor (Promega, Mannheim) beigefugt, um
eventuell vorkommende Rnasen zu inhibieren. Die reverse Transkription fur 60 min
bei 37°C wurde bei 93°C fur 5 min zum Inaktivieren des Enzyms beendet und dann
auf Eis gestellt. Um eine erfolgreiche RNA-Aufreinigung mit anschliellender
Transkription von mRNA in cDNA zu Uberprufen, wurde eine R-Aktin PCR mit
introniberspannenden Primern durchgefiuhrt. Die PCR Bedingungen waren 3 min bei
95°C, gefolgt von 35 Zyklen der Amplifikation von 45 sec bei 95°C, 45 sec bei 60°C

und 2 min bei 72°C, mit einem abschliefenden Elongationschritt von 7 min bei 72°C.
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3.9.3. Quantifizierung von mRNA

Die quantitative Messung der RNA erfolgte mit Hilfe von Echtzeit-PCR Protokollen fur
HPV8-E2, HPV8-E6 und HPV8-E7 und das Maus R-Aktin Gen mit dem LightCycler
(Roche, Mannheim) System mit Sybr Green (Invitrogen) als Fluorophor. Die
quantitative Bestimmung des ,single copy” R-Aktin Gens wurde verwendet, um die
Kopienanzahl des Transgens pro Zelle zu errechnen, die als HPV8-E6-DNA Kopien
pro zwei R-Aktin Genkopien definiert wurde. Um zwischen cDNA und nach dem
DNase Verdau verbliebener zellularer DNA zu unterscheiden, wurde die
Kopienanzahl von HPV8-DNA in einem vorgegebenen Volumen RNA ohne den
Schritt der reversen Transkription, von der Kopienanzahl der cDNA mit reverser
Transkription abgezogen.

Die resultierende cDNA Kopienanzahl wurde auf gleichwertig ermittelte cDNA Kopien
des R-Aktins als zellularen Bezugspunkt normalisiert. Die Amplifikation erfolgte in 20
pl Gesamtvolumen mit 0,8 U Platinum Tag DNA Polymerase und dem
dazugehodrenden Puffer (Invitrogen). Aulderdem waren enthalten nicht acetyliertes
Tierserumalbumin (500 ng/ul; Sigma), DMSO (5%; Sigma), Deoxynukleotid
Triphosphate (je 200 pmol/l), Primer (0,5 pmol/l) und 2 pl einer 1:1000 Verdlinnung
von Sybr Green (Sigma). Die Anzahl der Kopien wurde in doppelter Ausfihrung
ermittelt. Die Berechnung der Kopienanzahl in den Proben wurde durch die
LightCycler Software (Version 3.1.102) unter Verwendung der Standardkurve
ermittelt, die mit einer 10er Verdinnungsreihe von HPV8- oder Maus-DNA im
gleichen PCR Lauf erzeugt wurde.

Standard Verdunnungsreihen basierten auf 5fach wiederholten Absorptions
Messungen bei 260 nm aus funf verschiedenen DNA Aliquots, die dann mit Wasser
auf die gewunschte Ausgangskonzentration vereinigt und justiert wurden. Die HPV8
Verdinnungsreihen waren mit 40 ng/ul menschlicher Plazenta DNA (Sigma) versetzt,
um einen zellularen Hintergrund nachzuahmen. Die Empfindlichkeit lag bei unter 20
Kopien und die Quantifizierung war linear von 20 bis 10’ Kopien fiir alle HPV-
Protokolle und 20 bis 10 fiir R-Aktin. Die PCR Bedingungen lagen bei 60 sec bei
95°C, gefolgt von 45 Zyklen von 1 sec bei 95°C (20°C/s), 5 sec bei verschiedenen
Annealingtemperaturen (Tann.) und Mg®* Konzentrationen (Tab.1) (20°C/s) und 12 sec
bei 72°C (E2: 5°C/s; E6, E7 und R-Aktin: 20°C/s).

Die Fluoreszenz wurde einmal pro Zyklus am Ende des Elongationsschrittes (HPV8-

E2, R-Aktin) gemessen oder bei einer erhdhten Temperatur (78°C) nach dem
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Elongationsschritt (HPV8-E6 und HPV8-E7). Fir R-Aktin ging dem oben
beschriebenen Amplifikations-Protokoll noch ein Touchdown Protokoll mit 10 Zyklen

voraus. Hier wurde die Annealingtemperatur stufenweise um 1°C/Zyklus von 65°C

auf 55°C verringert.

Zielgen Tann. [°C] Mgz [mM]
3-Aktin 55 3,0
HPVS8-E2 56 3,0
HPV8-E6 56 4,0
HPV8-E7 56 4,0

Tabelle 1: Annealingtemperaturen (Ta,,) und Magnesiumchloridkonzentrationen fir
die Echtzeit-PCR.

3.10. Statistische Analysen
Alle statistischen Analysen (Deskriptive Statistik, Kaplan-Mayer Tafeln) wurden mit
der Software SPSS 12 (SPSS, Chicago) berechnet.

3.11. Analyse des p53 und H-ras Status in DNA aus Haut- oder Tumorbiopsien
Die Exons 4, 5, 7 und 8/9 von p53 und die H-ras Exons 1 und 2 von Maus-DNA
wurden Uber PCR amplifiziert und anschliellend sequenziert. Die Amplifikation fand
in 50 yl Gesamtvolumen statt mit 1 Einheit Tag-Polymerase (Fermentas, St. Leon-
Rot), dem dazugehdrenden Puffer, den Desoxynukleotid Triphosphaten (je 200
pgmol/l), den Primern (0,3 pmol/l, 1,5 mmol/l Mg”) und 2 yl Template DNA. Die PCR
Bedingungen waren 3 min bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen der Amplifikation von 30
sec bei 95°C, dann 1,5 min bei 57°C und 2 min bei 72°C, mit einem abschlieRenden

Elongationschritt von 5 min bei 72°C.
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3.12. Immunhistochemie

FUr immunhistochemische Untersuchungen wurden mit einem Mikrotom 4um dicke
Schnitte der Paraffinblécke angefertigt. Die einzelnen Schnitte wurden anschlie3end
in einem Wasserbad bei 42°C geglattet, auf Adhasiv-Objekttrager aufgetragen und in
einem Brutschrank bei 42°C getrocknet. Das Entparaffinieren und Rehydrieren der
Schnitte erfolgte durch serielle Inkubationen fur jeweils 5 min in Tauchbadern von
100%igem Xylol (I) und (II), 100%igem Ethanol (I) und (II), 90% und 70%igem
Ethanol bei Raumtemperatur (RT). Danach wurden die Praparate in destilliertem
Wasser fur 10 min belassen. Vor der Immunfarbung wurden die Schnitte in 3% H,O»-
Lésung fir 30 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Praparate mit
Citratpuffer (10mM, pH 6.0) in Uberdruck Kivetten 2 min aufgekocht und 15 min
inkubiert. Hierdurch wird die Membran der Zellen perforiert und fur den Antikdrper
zuganglich gemacht. Danach wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gespuilt.
Alle Inkubationen der Objekttrager mit Antikdrpern wurden in einer feuchten Kammer
durchgefuihrt. Um unspezifische Bindungsstellen fir den Antikdrper abzusattigen,
deckte man die Schnitte mit normalem Ziegenserum (NGS 2,5%ig, DAKO) fur 5
Stunden ab. Anschlielliend wurden je 100pl der Antikorperldsung (Verdunnung 1:100
in NGS) auf die Schnitte getraufelt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag
wurden die Zellen dreimal fur je 5 min in PBS gespdult. Die Darstellung der Antikorper-
Antigen-Komplexe erfolgte mittels der ,markierten Avidin-Biotin-Methode®, einer
indirekten Immunperoxidasemethode, und zwar mit Hilfe des StreptABComplex/HRP
(DAKO) nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieses Nachweisverfahrens
beruht auf der hohen Bindungsaffinitat des Glykoproteins Avidin zu Biotin. Ein
biotinkonjugierter Sekundarantikérper bindet sich dabei an den gegen das zu
bestimmende Antigen gerichteten Primarantikorper. Mit seinen freien Valenzen
bindet sich dann das peroxidasekonjugierte Avidin an das Biotin des
Sekundarantikérpers. Als Chromogen flr die Peroxidase wurde das 3-amino-9-
Ethylcarbazol (AEC, DAKO) benutzt, welches rot leuchtet.

Bei jeder Serie von Farbungen wird jeweils eine Positiv-Kontrolle mitgefarbt.
Entsprechend wird auch parallel zu jeder gefarbten Serie eine Negativ-Kontrolle

durchgefuhrt bei der der spezifische Antikdrper nicht zugegeben wird.
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4. Ergebnisse

4.1. Tumorentwicklung bei HPV8-GFR Mausen

Die bereits etablierten HPV8-transgenen Maus Linien wurden weiter in den FVB/N
und BL6 Hintergrund gekreuzt. Zusatzlich zu den 4 bestehenden Linien (Linie 9
FVB/N, Linie 85 FVB/N, Linie 61 BL6 und Linie 85 BL6) wurde eine Linie 9 BL6
etabliert, um auch fir diese Linie eine direkte Vergleichsmoglichkeit zu FVB/N zu
haben. Die Linien 9 und 85 FVB/N und 85 BL6 wurden bis in die zehnte Generation
zurlckgekreuzt. Die Tiere wurden alle drei Tage nach neu entstandenen
Hautveranderungen untersucht. In den Tieren von allen funf Linien konnten in ca.
80% multifokal und in 20% der Falle singular auftretende Papillome ausgemacht
werden. Es gab zwischen den Linien und Generationen keine Unterschiede was die

Haufigkeit und die Anzahl der Papillome betrifft.

4.1.1. Zeitlicher Verlauf der Tumorentwicklung in den verschiedenen Linien
HPV8-GFR transgener Mause

In allen Linien und Generationen zusammen haben nach mindestens 60 Wochen
319 von 365 transgenen Mausen (87,4%) Hauttumoren entwickelt. Auf einen 120
Wochen langen Beobachtungszeitraum erweitert, haben fast alle Mause (99,4%)
eine Hautveranderung entwickelt. Der genaue zeitliche Verlauf der Tumorentwicklung
in vier von funf transgenen Linien ist in Kaplan-Meyer Tafeln angezeigt (Abb.6). In
Linie 9 verringerte sich das Alter der Mause bei Tumorentstehung je weiter sie in den
FVB/N Hintergrund zuruck gekreuzt wurden. Statistisch signifikant war der
Unterschied zwischen der F1 und der F3-F9 Generation (log-rank Test, P < 0,0001 —
0,006). Das mediane Alter in der F1 Generation lag bei 47,4 Wochen und in der F5
Generation nur noch bei 11,4 Wochen. Dieser Trend ist in den anderen Linien nur in
Bezug auf die F1 und die F2 Generation zu beobachten. In den spateren
Generationen erreichten die Tiere wieder ein hoheres Alter bevor sie einen Tumor

entwickelten.
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Abb.6 Zeitlicher Verlauf der Tumorentwicklung in vier transgenen HPV8-GFR

Mauslinien.

Die Mause wurden alle drei

Tage untersucht,

um auftretende Haut-

veranderungen zu protokollieren. Zensiert wurden Mause, die aus unbekannten Griinden

verstorben sind, bevor sie einen Tumor entwickelt haben.
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In keiner Linie und Generation verging im Mittel wieder soviel Zeit bis zur

Tumorentstehung wie in der F1 Generation, obwohl einige Kurven sich im spateren

Verlauf Uberschneiden. In Linie 85 BL6 existierten in der F3 Generation nur 2 Mause,

wovon eine zensiert wurde, weshalb diese Kurve wenig aussagekraftig ist. In der

Line 9 BL6 lag der Mittelwert bei Tumorentstehung bei 71 Wochen in der F1

Generation, bei 37 Wochen in der F2 Generation und 49 Wochen in der F3

Generation. Die F2 Generation zeigte in dieser Linie eine vergleichbare Reduktion

des Alters bei Tumorbeginn wie in den anderen Linien (Tab.2).

Gen. |Linie 9 | Linie 85 Linie 61 Linie 85 Linie 9
FVB/N FVB/N BL6 BL6 BL6
F1 52,9 91,3 92,1 67,6 70,5
(40,4-65,5; 6,4) | (71-111,7; 10,4) | (74,3-109,8; 9,1) | (52,8-82,5;7,6) | (41,6-99,4; 14,7)
F2 40,3 42,1 68,8 45,3 36,9
(23,8-56,8; 8,4) | (24,7-59,6; 8,9) | (27,6-110,1; 21,1) | (26,4-64,2;9,6) | (12,7-61,1; 12,3)
F3 20,4 54,6 91,8 78,6 48,9
(16,4-24,5: 2,1) | (40,3-68,8;7,3) | (70,5-113,1; 10,9) (30,5-67,4;9,4)
F4 28 64,2 68,3 42,5
(19,9-36,1; 4,1) | (52,4-76; 6) (57,6-79; 5,4) (28,2-56,8; 7,3)
F5 22,7 71,9 - 46,9
(13,3-32; 4,8) | (54,2-89,7; 9,1) (31-62,8; 8,1)
F6 19,9 52,5 - -
(14,3-25,5; 2,9) | (33,8-71,3; 9,6)
F7 20,9 43,2 - -
(12,2-29,5; 4,4) | (32,8-53,7; 5,3)
F8 22,7 - - -
(17,5-27,9; 2,6)
F9 15,5 - - -
(12,7-18,3; 1,4)
Tab.2 Mittleres Alter in Wochen von HPV8-GFR positiven Mausen bei

Tumorentstehung nach Linie und Generation. In Klammern ist jeweils die Spannweite

(95% Confidence Interval = CI) und die Standardabweichung angegeben. *Es konnte nur

eine einzige Maus ausgewertet werden.
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4.1.2. Histologie der Tumoren aller Linien der HPV8-GFR transgenen Mause

Fir die HPV8-GFR Mause wurde auf der Basis von 18 Tieren der Linie 9 und der FO
Maus der Linie 85 bereits gezeigt, dass es sich bei den entstandenen Tumoren
sowohl um benigne Papillome als auch um maligne Plattenepithelkarzinome
handelte (Schaper, 2003). In einem Fall wurden Metastasen in der Lunge gefunden.
Es wurde zunachst nicht zwischen den einzelnen Dysplasiestadien der Papillome
unterschieden.

Die Charakterisierung der Tumoren wurde im Rahmen dieser Dissertation auf alle
Linien erweitert und insgesamt wurden weitere 201 Mause histologisch untersucht.
Von den insgesamt 220 untersuchten Mausen wiesen 116 (52,7%) ein Papillom mit
Hyperkeratose und Dyskeratose auf. Es wurden unterschiedliche Dysplasiegrade in
den Papillomen von 90 (41%) Mausen diagnostiziert. Bei 47 (21,4%) Mausen war
eine leichte Dysplasie zu beobachten und 36 (16,4%) Falle wurden mit mittlerer
Dysplasie diagnostiziert. Sieben Papillome (3,2%) wiesen eine schwere Dysplasie
auf. Plattenepithelkarzinome mit infiltrativem Wachstum der Tumorzellen ins
Bindegewebe wurden in 13 (6%) Fallen beobachtet, allerdings nur bei den Tieren,
die in den FVB/N Hintergrund gezlchtet wurden. In einigen Fallen wurde auch der
Skelettmuskel vom Tumor invadiert. Nur selten wurde ein Lymphozyteninfiltrat
beobachtet. Die histologischen Veranderungen aller HPV8-GFR Mause sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.
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Histologische | g rypN | 9BLe |85FVBN| 85BL6 | 61BL6 |  1°
Veranderung Linien
Papillom 72 2 27 6 9 116
Papillom mit 29 2 12 3 1 47
leichter Dysplasie
Papillom mit
mittlerer 24 - 8 2 2 36
Dysplasie
Papillom mit
starker Dysplasie 6 i i i 1 !
Platt.eneplthel- 9 ) 4 i ) 13
karzinom
Plattenepithel-
karzinom mit 1 - - - - 1
Metastasen
Insgesamt 141 4 o1 11 13 220

Tab.3 Ergebnisse der Histologie der Tumoren in funf HPV8-GFR Mauslinien.

4.1.3. Quantitative Bestimmung der E2, E6 und E7 mRNAs in der normalen

Haut von HPV8-GFR Méausen verschiedener Linien und Generationen.

Vorangegangene Untersuchungen konnten durch quantitative Echt-Zeit-RT-PCR fur
die HPV8-Gene E2, E6 und E7 hochste Expressionsspiegel fur E2 belegen, gefolgt
von E7 und E6 (Schaper 2003). Hier sollten weitere Tiere aus verschiedenen Linien
und Generationen untersucht werden, um die Frage zu beantworten, ob niedrigere
Expressionsspiegel in den BL6 Mausen fur das verlangsamte Auftreten der
Papillome verantwortlich sein kdénnten. Aulierdem sollte analysiert werden, ob mit
zunehmendem Rulckkreuzen in den FVB/N Hintergrund die anfangliche
Beschleunigung der Papillomatose-Entwicklung in der Linie 9 durch vermehrte
Expression erklart werden kann.

Nach der cDNA Synthese wurde eine Echt-Zeit-RT-PCR mit Primern fur die frihen
HPV8 Gene E2, E6 und E7 durchgefuhrt. Die Kopienzahl der HPV8 Transkripte
wurde mit der R-Aktin Kopienzahl normalisiert. Die Expressionsspiegel waren in der
Haut der verschiedenen Grundermause und der zurlck gekreuzten Generationen
ahnlich und waren fir das Gen E2 am hdchsten, gefolgt von E7 und von E6 (Tab.4).
Das Verhaltnis der E2/E7 Transkripte betrug ungefahr 10 und das der E7/E6
Transkripte ungefahr 2.
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Nr. 85 61 9 9-20 9-3-8-9 85-37-6
Gen. FO FO FO F1 F3 F2
Backgr. | (DBA/BL6) | (DBA/BL6) | (DBA/BL6) | (DBA/BL6x | (DBA/BL6X | (DBA/BL6X

FVB/N) FVBI/N) BL6)

E2 0,46+0,21 | 2,69+0,21 | 0,64+0,49 | 0,95+0,33 | 1,11+0,02 | 1,32+0,06
E6 0,04+0,02 | 0,22+0,01 | 0,04+0,03 | 0,04+0,02 | 0,01+0,01 0,09+0,09
E7 0,10+0,05 | 0,5+0,02 | 0,08+0,06 | 0,08+0,05 | 0,07+0,03 | 0,13+0,01

Tab.4 Expressionsspiegel der frihen Gene E2, E6, und E7 in normaler Haut von HPV8-
GFR transgenen Mausen, die mit R-aktin mRNA Spiegel abgeglichen wurden. Es
wurden zwei bis drei unabhangige Extraktionen von verschiedenen Proben mit Echtzeit RT-
PCR analysiert.

4.1.4. Quantitative Bestimmung der E2, E6 und E7 mRNA Transkripte in

Tumoren der HPV8-GFR Méause.

Die HPV8 Gene E2, E6 und E7 wurden fortgesetzt in den gutartigen und
premalignen Tumoren exprimiert. In einigen Fallen erschienen die Spiegel der
Transkripte verglichen mit normaler Haut vom gleichen Tier bis zu 20-fach erhoht
relativ zu den R-Aktin mRNA Transkripten (Daten nicht gezeigt). Jedoch kdnnen
diese Werte aufgrund der unterschiedlichen Anteile von Keratin-14 Promotor
permissiven Zellen in den Papillomen und der normalen Haut nur als Naherungswert
angegeben werden. Es ist bemerkenswert, dass der relative Uberschuss an E2
Transkripten sich wahrend der Tumorentwicklung nicht anderte. In den Tumoren lag
das Verhaltnis der E2/E7 Transkripte bei 10 bis 30 und das der E7/E6 Transkripte bei
6 bis 7.
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4.2. Etablierung HPV8-EG6, -E6/E7 und E7 transgener Mause

4.2.1. Konstruktion der Transgene und Erzeugung der transgenen Mause.

Um die Rolle von HPV8 E6 und E7 bei der Keratinozytentransformation im
Mausmodell zu bestimmen, wurden Vektoren konstruiert, die diese viralen Gene
einzeln oder in Kombination unter der Kontrolle des humanen Keratin-14 Promotors
enthielten. Zunachst wurden die jeweiligen Leserahmen der frihen Gene von HPV8
in PCR-Reaktionen amplifiziert. Die Primer wurden mit jeweils einer BamHlI
Restriktionsschnittstellen konstruiert. Der 3’-Primer enthielt eine zusatzliche Sphl-
Erkennungssequenz um die richtige Orientierung des PCR-Amplifikats zu
Uberprufen. Anschlielend wurden die Amplifikate in den Vektor K14-CreErtam ligiert,
der das R-globin Intron 2 vom Kaninchen stromabwarts des K14-Promotors und ein
Polyadenylierungssignal enthalt, um durch mRNA-Splicing und Polyadenylierung
eine effiziente Expression des Transgens zu gewahrleisten (Brinster et al., 1988;
Abb.7). Zum Schluf wurden die K14-HPV8-EG, -EG/E7 oder -E7 Konstrukte mit Sacl

und Hindlll geschnitten und fur die Mikroinjektion vorbereitet.

Sacl BamHI BamH]I Hindlll
HPV8-E6

Abb. 7 Schematische Darstellung der drei HPV8 Transgenkonstrukte.

Die Konstrukte bestehen aus dem Promoter des humanen Zytokeratin-14 Gens, dem Intron
2 des R-globin Gens vom Kaninchen, den frihen Genen EG, EG/E7 oder E7 von HPV8 und
dem K14 Polyadenylierungs Signal.

Die K14-HPV8-Konstrukte wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators in den
mannlichen Pronukleus befruchteter Eizellen von D2B6F1 Mausen mikroinjiziert.
Diese Hybridmause aus zwei unterschiedlichen genetischen Hintergrinden (DBA

und BL6) zeichnen sich durch eine erhdhte Fertilitat aus und lassen sich gut
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superovulieren. Anschlielend wurden die mikroinjizierten Eier in die Ovidukte von
scheinschwangeren Ammenmuttern implantiert. Nach drei Wochen wurden die
ersten transgenen Mause geboren, die so genannte Gruinder-Generation (F0). Diese

wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des Transgens untersucht.

4.2.2. Nachweis der HPV8-Gene in Mausen der FO-Generation und folgender

Generationen

Die Integration des Transgens in das Genom erfolgt meistens noch im Einzell-
stadium, kann aber auch erst im Mehrzellstadium stattfinden. Eine Integration im
Mehrzellstadium hat zur Folge, dass FO-Tiere entstehen, die aus genetisch
unterschiedlichen Zellen bestehen. Diese sogenannten “Mosaik-Tiere”, konnen unter
Umstanden in der Keimbahn transgen negativ sein und in der Haut transgen positiv.
Solche FO-Mause sind nicht in der Lage das Transgen an die Nachkommen der F1-
Generation weiter zu vererben. Im Allgemeinen erwartet man bei Kreuzung von
transgenen Mausen mit Wildtyp Mausen eine Rate von 50% transgen-positiven
Nachkommen.

Zur Uberpriifung des transgenen Status wurde den Mausen im Alter von 3 Wochen
ein ca. 0,5-1cm langes Stuck Schwanzspitze enthommen und daraus die
gesamtzellulare DNA extrahiert. Um den Erfolg der Aufreinigung der genomischen
DNA zu Uberprifen, wurde eine PCR mit [B-Globin spezifischen Primern
durchgefuhrt. Erst wenn die zu untersuchenden Proben nach der Gelelektrophorese
eine fur die B-Globin-PCR spezifische Bande von 494bp aufwiesen (Abb.8), wurde
das Vorhandensein des Transgens mittels einer HPV8-E6, -E6/E7 bzw. —-E7
spezifischen PCR Uberprtift.
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500bp St Gt Gt e Gend Gt Geme Sl el oo 494bp

Abb.8 Uberprifung der Qualitat der extrahierten Mausschwanz-DNA mittels R-Globin-
PCR. Die Bande von 494 bp entspricht dem zu erwartenden R-Globin-Amplifikat. Bei allen 9
untersuchten Mausen war die DNA-Aufreinigung erfolgreich. In der vorletzten Spur rechts ist
die Positivkontrolle (1:100 verdunnt) und daneben die Negativkontrolle aufgetragen (M =

1kb-Leiter, Invitrogen).

Das HPV8-E6 PCR-Produkt besitzt eine Grofle von 522 bp. In Abbildung 9 ist
exemplarisch die gelelektrophoretische Analyse der PCR-Reaktionen von 12
untersuchten Mausen dargestellt. Insgesamt wurden in diesem Lauf 6 Transgen-
positive (Bahnen 2, 3, 4, 5, 8 und 12) und 6 Transgen-negative Mause (Bahnen 1, 6,
7, 9, 10 und 11) identifiziert. Die E6-PCR wurde auch fur die Identifizierung der
HPV8-GFR Mause verwendet.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 + -

3kb

1kb
0,5kb

Abb.9 Nachweis des E6 Transgens. In 6 Spuren sind 522bp grole HPV8-E6 spezifische
Amplimere zu sehen. In der vorletzten Spur rechts ist die Positivkontrolle und daneben die

Negativkontrolle aufgetragen (M = 1kb-Leiter, New England Bioloabs).
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Die HPV8-E7 transgenen Mause wurden mit einer E7-spezifischen PCR und die
HPV8-EG6/E7 Mause mit einer E6/E7 spezifischen PCR ermittelt. Das E6/E7
Amplifikat hat eine GréRe von 783bp (Abb.10), das E7 Amplifikat eine Groélke von
346bp (Abb.11).

Abb.10 Nachweis des E6/E7 Transgens. In Spur 1-3 sind HPV8-E6 Amplifikate
aufgetragen und in Spur 4 und 5 die PCR-Produkte mit 783bp der beiden HPV8-EG/E7
positiven FO Mause (Nr.25 und 28). In der vorletzten Spur rechts ist die Positivkontrolle und

daneben die Negativkontrolle aufgetragen (M = 1kB-Leiter, Invitrogen).

M1 2 3 4 5§ 6 7 8 910 11 1213 + -

0,5kb

Abb.11 Nachweis des E7 Transgens. Die Bande von 346bp entspricht dem zu
erwartenden HPV8-E7-Amplifikat. Bei 6 von 13 untersuchten Mausen war das E7-Transgen
vorhanden. In der vorletzten Spur rechts ist die Positivkontrolle und daneben die
Negativkontrolle aufgetragen (M = 1kB-Leiter, New England Bioloabs).
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Nach der Mikroinjektion wurden 119 Mause der HPV8-E6 FO-Generation geboren,
wovon 9 (7,8%) transgen positiv waren. Die HPV8-E7 F0-Generation bestand aus
108 Mausen mit 7 transgenen Tieren (6,5%) und die HPV8EG/E7 FO-Generation aus
28 Mausen mit 2 (7,1%) transgenen Tieren. Die transgen-positiv getesteten Tiere
wurden anschlielRend daraufhin Gberprift, ob der K14-Promotor und das K14-PolyA
Ende auch integriert wurden. Dazu wurde jeweils eine K14-Promotor- und eine K14-
PolyA-PCR durchgefuhrt. In Abbildung 12 ist die gelelektrophoretische Analyse von 2
verschiedenen HPV8-GFR FO- (Linie 9 und 85) und 2 verschiedenen HPV8-GFR F1-
Tieren (Linie 61/5 und 61/6) gezeigt. Diese etablierten Linien, die alle
Hautveranderungen gezeigt hatten (Schaper, 2003), sind exemplarisch der HPV8-E6
transgen positiven Maus Nr. 31 gegenubergestellt und dienten als Positivkontrolle.
Die HPV8-E6 positive Maus Nr. 31 hatte genauso wie eine weitere transgen-positive
E6-Maus (Nr. 32) und eine HPV8-E7 Maus (Nr. 38) auler den HPV8 Genen keine

der beiden untersuchten Komponenten des Konstrukts integriert.

K-14 Promotor PCR K14-PolyA PCR

9 85 61/5 61/6 31 + - 9 85 61/5 61/6 31 M + -

0,5kb

Abb.12 Kontrolle der K14 Expressionskassette. Die extrahierten DNAs aus der Haut von
HPV8-GFR FO-Tieren, die alle Hautverdnderungen bekommen haben, wurden als
Positivkontrolle fur eine K14-Promotor (625bp) und eine K14-PolyA (348bp) PCR verwendet,
um eine intakte K14-Expressionskassettte in den transgen-positiv getesteten Mausen zu
Uberprifen. Die HPV8-E6 positive Maus Nr. 31 hatte genauso wie 2 weitere transgen-
positive Mause auf’er den HPV8 Genen keine der beiden untersuchten Komponenten des

Konstrukts integriert (M = 1kb-Leiter, Invitrogen).
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Alle transgen-positiven Tiere der FO Generation wurden auf diese Weise getestet und
dabei blieben von den anfanglichen 9 HPV8-E6 transgenen Mausen 7 mit intakter
K14-Expressions-Kassette Ubrig. Ebenfalls mit intakter K14-Expressions-Kassette
waren 6 der 7 transgen-positiven HPV8-E7 Mause, wovon funf verpaart wurden, und
beide HPV8-EG/E7 Tiere. Die transgenen Mause wurden mit FVB/N Wildtyp Tieren
verpaart. Von jeder neu entstandenen Generation wurden einige, bevorzugt
mannliche, HPV8-positive Mause zur weiteren Zucht mit den entsprechenden
Wildtyp-Mausen verwendet. Es konnten drei verschiedene HPV8-E6 (Nr. 631, 635
und 637) und finf HPV8-E7 Linien (Nr. 9, 14, 29, 49 und 57) mit bis zu 5
Generationen etabliert werden (Tab.5). Interessanterweise sind alle transgen-
positiven Mause der Linie 635 mannlich. Somit hat sich das Transgen in das Y-

Chromosom integriert.

Konstrukt Anzahl transgen-positiver | Anzahl der Etablierte Linien
Mause mit intakter K14- Mosaiktiere
Expressions-Kassette

Linie 631, 635 und

2
637
HPV8-E6 7 (Maus Nr. 24
und 622) (Nr. 53 und 638
vermehrten sich nicht)
1 Linie 9, 14, 29, 49
HPV8-E7 6
(Maus Nr. 10) und 57
HPV8-EG/E7 2 2 keine

Tabelle 5. Etablierte transgene Mauslinien mit den einzelnen frithen Genen von HPV8

Alle Nachkommen der HPV8 E6-positiven Mause 24 und 622, der HPV8 E7-positiven
Maus 10 und der beiden HPV8-E6/E7-positiven Mause waren HPV-negativ. Eine
HPV8-EG6/E7 Linie konnte deshalb nicht etabliert werden. Dies lasst darauf schlie3en,
dass das Transgen bei diesen Tieren erst im Mehrzellstadium und dabei nicht in
Zellen der Keimbahn integriert wurde.

Insgesamt wurden aus allen Linien und Generationen 394 Mause getestet, wovon
138 (35%) transgen positiv fir HPV8-E6 waren und 101 (36%) von 281 fur HPV8-E7.
Parallel wurden fur die weitere Charakterisierung der bereits etablierten HPV8-GFR
Linien 563 Mause mittels E6-PCR analysiert, wovon 303 (54%) als transgen positiv

identifiziert wurden.
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4.2.3. Tumor Entwicklung in HPV8-E6 und HPV8- E6/E7 transgenen Mausen

4.2.3.1 Makroskopische Untersuchungen

Von den ursprunglich 7 HPV8-E6 transgen-positiven FO-Mausen mit vollstandiger
K14-Expressions-Kassette entwickelten funf spontan Hauttumore im Alter von 8 bis
21 Wochen. Bei fast allen FO-Mausen entwickelten sich Tumoren in der
dorsocranialen Region des Ruckens, die mit Haarverlust und schuppiger Haut
begannen. Im spateren Verlauf breiteten sich die aufgerauten und trocken-borkig

wirkenden, erhabenen Hautlasionen dorsoventral und dann ventralcaudal aus.

Teilweise kam es zur Bildung von Ulcera, vor allem unterhalb der Schnauze
(Abb.13).

Abb. 13 HPV8-EG6 positive FO-Maus mit charakteristischen Hautlasionen.

A. Tumor im Frihstadium mit Alopezie und beginnender Hyperkeratose (FO-Maus Nr. 53,
Hintergrund: DBA/BLG6). Die ersten Hautveranderungen manifestierten sich im Alter von 14
Wochen, diese Aufnahme entstand in der 18. Woche. B. Dieselbe Maus in der 45. Woche;

unterhalb der Schnauze ist das ulcerierte Gewebe zu sehen.

Die Lasionen der spateren Generationen begannen auch mit Haarverlust und
schuppiger Haut bevorzugt im vorderen dorsalen Korperbereich. Im weiteren Verlauf
wurden die Hautveranderungen stark hyperkeratotisch und breiteten sich sowohl
diffus als auch multifokal Uber den gesamten Koérper aus (Abb.14). In einem Fall
bildeten sich die Hornmassen zu einem 1,5 x 1 cm grofden Cornu cutaneum aus.

Das makroskopische Erscheinungsbild und die Lokalisation der Hautlasionen ist
nahezu identisch mit den bereits beschriebenen Hauttumoren der HPV8-GFR

transgenen Mause (Schaper, 2003). Einmal entstandene Hautldsionen zeigten einen
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kontinuierlichen Progress und sind nicht wieder verheilt. Insgesamt entwickelten von
der FO- (ohne Mosaiktiere) bis zur F5-Generation 95 von 98 transgenen Mausen
(97%) Tumoren, wenn sie Uber einen Zeitraum von mindestens 51 Wochen
beobachtet wurden. Multifokal auftretende Papillome konnten in ca. 70% der Tiere
mit  Hautlasionen beobachtet werden. Keine der HPV8-E6 negativen
Geschwistertiere entwickelten Hauttumoren innerhalb eines Beobachtungs-Zeitraums

von bis zu 85 Wochen.

Abb.14 HPV8-EG6 positive Mause mit charakteristischen Hautldsionen.

A. Papillome die sich multifokal ber den gesamten Korper ausgebreitet haben (F2-Maus;
Ruckkreuzung in FVB/N). Die ersten Papillome entstanden im Alter von 9 Wochen. Foto
wurde in der 17. Woche aufgenommen. B. Starke Hyperkeratose die sich panzerformig
dorsoventral und -cranial bis an beide Ohren reichend, diffus ausgebreitet hat (F2-Maus;
Ruckkreuzung in FVB/N). Die Lasionen traten im Alter von 4 Wochen auf. Die Aufnahme

wurde in der 14. Woche aufgenommen.
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Der einzige erkennbare makroskopische Unterschied zwischen den HPV8-E6 und
den HPV8 transgenen Mausen mit der gesamten frGhen Region des Virus war die
Bildung von Thymustumoren im vorderen Mediastinum, die in keiner HPV8-GFR
Maus diagnostiziert wurden, jedoch in 72% der HPV8-E6 Mause mit Hautlasionen
vorkamen. Die GréfRe der Thymustumoren variierte von leichter Drisenvergrof3erung
mit 0,4cm Durchmesser bis stark vergroRert (1,5cm x 1,5cm x 1cm; Abb.15). In

gesunden Mausen hat der Thymus eine Gréfe von ca. 0,2cm x 0,2cm.

genen Mausen.

A. Der Pfeil zeigt auf einen 1,5cm x 1,5cm x 1cm groRen Tumor des Thymus einer HPV8-E6

Maus (F2, Linie 637). B. Ubersicht des herauspraparierten Tumors und Querschnitt (C).

4.2.3.2 Zeitlicher Verlauf der Tumorentwicklung in HPV8-E6 transgenen

Mausen

Der zeitliche Verlauf der Tumorentwicklung in den drei transgenen Mauslinien (631,
635 und 637) ist in Kaplan Meyer Tafeln wiedergegeben (Abb.16). Positive Mause,
die aufgrund unbekannter Griinde verstorben sind bevor sie einen Tumor entwickelt
haben, wurden nicht berucksichtigt. Die transgenen HPV8-E6 Mause der F1-
Generation der Linien 631 und 637 entwickelten die ersten Hautlasionen nach 12
und 14 Wochen und Mause der Linie 635 nach 25 Wochen. In allen Linien
verringerte sich das Alter, in dem die Mause Tumoren entwickelten, um ca. 7-9

Wochen von der F1- zur F2-Generation. In Linie 635 zeigte sich auch eine
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Verringerung des Alters bei Tumorbeginn in der F3, F4 und F5 Generation relativ zur

F2 Generation.

100 100

80—

Transgene Mause mit Tumor (%)
Transgene Mause mit Tumor (%)

L

———T——T————————— 0 S ——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30
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(Wochen) (Wochen)

Linie 635

Generation

1 — F1
—F2

80— F3

— F4
—F5
F1-zensiert
F2-zensiert
F3-zensiert
F4-zensiert
F5-zensiert

i
+++++

—

20— t

Transgene Mause mit Tumor (%)

T T T T T T T
0o 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Alter der Mause bei Tumor Entstehung
(Wochen)

Abb. 16 Zeitlicher Verlauf der Tumorentwicklung in den drei transgenen HPV8-E6
Mauslinien. Die Mause wurden alle drei Tage untersucht, um auftretende
Hautveranderungen zu protokollieren. Zensiert wurden Mause, die aus unbekannten

Griinden verstorben sind, bevor sie einen Tumor entwickelt haben.
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Fur diese beiden Linien wurde kein signifikanter Trend fur ein geringeres Alter bei

Tumorentwicklung hin zu spateren Generationen ermittelt (Log Rank Test: p<0,07

und p<0,11). In der verbleibenden Linie 631 nahm das Alter der Tiere bei der

Tumorentstehung in der F3- und F4-Generation zu, erreichte aber nicht den Wert der

F1 Generation und nahm in der F5 Generation wieder ab. Das mittlere Alter bei

Beginn der Tumorentwicklung in den einzelnen Linien und Generationen ist in

Wochen in Tabelle 6 angegeben. In allen Linien konnte generell eine Tendenz zur

Verringerung des mittleren Alters bei der Tumorentstehung von der F1 zur F2

Generation beobachtet werden.

Generation Linie 635 Linie 631 Linie 637 Alle Linien
36,2 15,9 17,7
F1 27
(19,7-52,7; 8,4) | (12,3-19,6;1,9) | (14,2-21,1;1,7)
29,2 7,8 12,5
F2 19
(20,9-37,4; 4,2) (5,8-9,9; 1,1) (11,7-13,4; 0,4)
31 10,7 14,1
F3 21
(17,6-44,4;6,8) | (8,5-12,8;1,1) (7,6-20,6; 3,3)
17,1 12.8
F4 - 15
(2,4-31,8;7,5) | (12,5-13,1;0,2)
19,6 8,3
F5 - 14
(15,2-24; 2,2) (4,1-12,5; 2,1)

Tab.6 Mittleres Alter in Wochen von HPV8-EG6 positiven Mausen bei Tumor-Entstehung

nach Linie und Generation.

Interval = Cl) und die Standardabweichung angegeben.

In Klammern ist jeweils die Spannweite (95% Confidence
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4.2.3.3 Mikroskopische Untersuchungen

Insgesamt 47 HPV8-E6 Mause mit Tumoren wurden histologisch aufgearbeitet. Die
Lasionen waren durch Papillomatose, Hyperkeratose, Dyskeratose und Parakeratose
gekennzeichnet (Abb.17). In der Epidermis bildeten sich Hohlrdume aus, die mit
lamellenartigen, konzentrischen Keratinmassen gefullt waren. In den oberen
Schichten waren intrazytoplasmatische Keratohyalin-Kérnchen anwesend und in
einigen Bereichen traten Koilozyten auf. Diese Hautveranderungen wurden haufig
auch im Epithel gefunden, welches die Haarfollikel umgibt. Insgesamt wurden 26
(55%) der 47 untersuchten Tumoren als Papillom ohne dysplastische Veranderung

eingestuft.

Abb.17 Schnitt durch ein Papillom einer HPV8-E6 transgenen Maus. Starke
Hyperkeratose und Dyskeratose mit den flr Papillome typischen Hornperlen (Pfeil),

(Vergrolerung: 40fach).

Bei 26 Mausen (55%) wurden unterschiedliche Grade der Dysplasie in den
Papillomen diagnostiziert. Bei 6 Mausen (13%) trat eine leichte Dysplasie auf. Diese
Tumoren zeigten atypische Veranderungen in der basalen Schicht mit erhdhter

Anzahl an mitotischen Zellen, milder Hyperchromatose und Anisonukleose (Abb.18).
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Abb.18 Schnitt durch ein Papillom mit leichter Dysplasie einer HPV8-E6 transgenen
Maus. Zellen der unteren Epidermisschichten weisen milde Atypien auf (Vergréferung;
40fach)

In 9 Fallen (19%) mit maRiger Dysplasie wurden die atypischen Zellen auch in den
mittleren Schichten des Epithels in erhdhter Anzahl gesehen, wahrend die
Schichtung der oberen Epidermis erhalten blieb. In den drei Fallen (6%) mit schwerer
Dysplasie ging die Schichtung des Epithels verloren, die Zellen waren stark atypisch

mit hyperchromatischen und pleomorphen Kernen (Abb.19).

Abb.19 Schnitt durch ein Papillom mit schwerer Dysplasie einer HPV8-E6 transgenen
Maus. Stark verdickte Epidermis mit deutlich atypischen und hyperchromatischen Kernen.

(VergrofRerung 40fach).
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In drei Fallen (6%) wurden Plattenepithelkarzinome mit einem infiltrativen Wachstum
der Tumorzellen ins Bindegewebe und in einem der drei Falle sogar ins
Knochengewebe des Schadels beobachtet (Abb.20). Die histologischen

Veranderungen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Abb.20 Schnitt durch ein Plattenepithelkarzinom einer HPV8-E6 transgenen Maus. Im
Bildausschnitt unten links, infiltratives Wachstum von Tumorzellen ins Bindegewebe. Im
groBen Bild invadieren die Tumorzellen in den Schadelknochen (Pfeile), (VergrofRerung:
40fach).

Histologische Fo Mause Alle
Veranderung 631 FVBN | 635 FVBN | 637 FVBN e | (L
Papillom 14 5 6 1 (E6) 26
Papillom mit

leichter Dysplasie 3 2 1 ) 6
Papillom mit

mittlerer Dysplasie 5 3 ) 1 (E6/ET) 9
Papillom mit ) ) 1 1 (E6) 3
starker Dysplasie 1 (EG/ET)
Platt_eneplthel- y 1 1 ) 3
karzinom

Insgesamt 23 11 9 4 a7

Tab.7 Histologie der Tumoren in drei HPV8-E6 Mauslinien und von FO-Mausen, die sich

nicht vermehren konnten.
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4.2.3.4 Histologische Untersuchung der Thymus Verdnderungen

Wie schon erwahnt war der einzige erkennbare makroskopische Unterschied
zwischen den HPV8-E6 und den HPV8-GFR Mausen das Vorkommen von
Thymomen. In lymphatisches Gewebe eingebaut fanden sich vergroRerte, teils
konfluierende Epithelinseln mit Aufbau aus kohasiven Zellverbanden. Die Epithelien
zeigen vergrolkerte Kerne und die Tumoren waren von einer fibrosen Kapsel
umgeben (Abb.21).

Abb.21 Schnitt durch einen Thymustumor einer HPV8-E6 transgenen Maus.
Vor einem lymphozytaren Hintergrund stellen sich kohasiv gelagerte Epithelzellverbande dar.
(Vergrolierung: 40fach).

4.2.3.5 Tumorentwicklung in den HPV8-E6/E7 FO-Mausen

Bei den beiden HPV8-E6/E7 FO-Mausen handelte es sich um weibliche Mosaiktiere,
die nur negative Nachkommen warfen, also in der Keimbahn negativ fur HPV8-EG/E7
waren (Nr.24 und 28). Bei der Maus Nr.24 traten die ersten Hautveranderungen im
Alter von 8,4 Wochen auf und bei der Maus Nr.28 im Alter von 22,5 Wochen und
waren von den Hautlasionen der HPV8-E6 FO-Mause nicht zu unterscheiden. Die
Maus Nr.24 wurde 23 Wochen und Nr.28 29 Wochen nach dem Auftreten der

Hautveranderungen euthanasiert. Bei der histologischen Untersuchung wurde bei
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der Maus Nr.28 ein Papillom mit mittlerer Dysplasie und bei der anderen ein Papillom

mit starker Dysplasie diagnostiziert (Tab.7).

4.2.4. HPV8-E7 transgene Mause

Im Gegensatz zu den HPV8-E6 und -EG/E7 transgenen Mausen zeigte keine einzige
der 6 HPV8-E7-positiven FO-Mause irgendwelche Hautveranderungen. Es wurden 5
Linien etabliert, wovon zwei (Linie 29 und 9) bis zur F5 Generation in den FVB/N
Hintergrund zurick gekreuzt wurden. Die Mause wurden uber einen
Beobachtungszeitraum von maximal 129 Wochen alle drei Tage auf Auffalligkeiten
hin untersucht. Insgesamt zeigten auch die 119 HPV8-E7 positiven Mause der
folgenden Generationen keinerlei Hautlasionen. Die positiven Tiere unterschieden
sich auch nicht in der Sterblichkeitsrate von den negativen Geschwistertieren.

Um zu uberprufen, ob in den positiven Tieren auch E7 mRNA in der Haut vorhanden
ist, wurde mittels Lightcycler eine quantitative RT-PCR durchgefuhrt. Die Prasenz der
E7 mRNA konnte in allen Linien detektiert werden. In den verschiedenen Linien
unterscheiden sich die Spiegel an E7 mRNA von 0,01 bis 0,07, wobei in Linie 9 die
hochsten Werte gemessen wurden (Tab.8).

Nr. 9 10 14 29 57
Gen. FO FO FO FO FO
Hintergr. | (DBA/BL6) | (DBA/BL6) | (DBA/BL6) | (DBA/BL6) | (DBA/BLG)

E7 0,07+0,03 0,01+0,01 0,02+0,01 0,03+0,02 0,03+0,02

Tab.8 Expressionsspiegel des E7 Gens in der Haut von HPV8-E7 transgenen Mausen,
die mit R-aktin mRNA Spiegeln abgeglichen wurden. Es wurden zwei unabhangige

Extraktionen von verschiedenen Proben mit Echtzeit RT-PCR analysiert.
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4.3. Wundheilungsexperimente mit HPV8 transgenen Mausen

Aufgrund unserer Beobachtungen, dass die Hautlasionen meistens zuerst an Stellen
auftraten, an denen sich die Mause gekratzt haben, wurden den Mausen im Alter von
4 Wochen, wenn sie noch keine spontanen Hautveranderungen aufweisen, mit
Biopsiestanzen 4mm grof’e Wunden gesetzt. Nach etwa 10 Tagen waren die
Wunden bei den HPV8-negativen Geschwistertieren schon fast verheilt, wohingegen
bei den HPV8-GFR positiven Mausen die Papillomatose langsam begann (Abb.22).
Nach 17 Tagen waren die Hautveranderungen der Transgen-positiven Tiere deutlich
sichtbar und nach 27 Tagen prominent. Die Papillomatose liel3 sich somit mit einer
Wunde von 4mm Durchmesser in HPV8-GFR positiven Mausen gezielt induzieren.
Insgesamt wurden 26 Tiere mit 4mm Biopsiestanzen verwundet, wovon alle 14
positiven Tiere Hautveranderungen an der Stelle der Wunde entwickelten und 12
negative Tiere verheilten.

Dieselben Versuche wurden auch mit HPV8-GFR Tieren durchgeflihrt, die in den
BL6 Hintergrund gekreuzt worden waren. Es wurden bei 9 Mausen 4mm grolde
Wunden gesetzt und keines der 6 HPV8-positiven Tiere bildete Papillome aus. Die
Wunden der positiven Tiere verheilten genauso schnell wie die der drei negativen
Geschwistertiere (Abb.23).

Bei sechs 5 Wochen alten HPV8-E6 transgenen Mausen fuhrte die Verwundung in
allen Fallen zur Induktion der Papillomatose. Im Gegensatz dazu entwickelte keine

der 5 verwundeten HPV8-E7 Mause Hautlasionen.
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4mm
Biopsie-
stanzen

Abb.22 Verwundung von HPV8-GFR Mausen. HPV8-GFR positive FVB/N Mause und
negative Geschwistertiere wurden im Alter von 4 Wochen mit 4mm Biopsiestanzen
verwundet. Nach 4 Tagen ist eine deutliche Schorfbildung sowohl bei der positiven als auch
bei der negativen Maus sichtbar. Nach 10 Tagen war die Wunde bei dem negativen Tier gut
verheilt, aber bei dem positiven Tier ging sie langsam in ein Papillom tber. Nach 17 Tagen
ist die Induktion der Papillomatose in der positiven Maus ausgepragt, und nach 27 Tagen

prominent.
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7 Tage 14 Tage

HPV8
GFR -

HPV8
GFR +

Abb.23 Verwundung von HPV8-GFR BL6 Mausen. HPV8-GFR positive BL6 Mause und
negative Geschwistertiere wurden im Alter von 7 Wochen mit 4mm Biopsiestanzen
verwundet. Nach 7 Tagen ist eine deutliche Schorfbildung sowohl bei der pos. Als auch bei
der negativen Maus sichtbar. Nach 14 Tagen war die Wunde bei beiden Tieren komplett
verheilt.



Ergebnisse 61

4.4. Bestrahlung der HPV8 transgenen Mause mit UV-Licht

Um einen moglichen Synergismus von HPV und UV-Licht bei der Hautkarzinogenese
zu untersuchen, sollten HPV8 transgene Mause mit verschiedenen Dosen von UVA
und UVB bestrahlt werden. Ehe mit den eigentlichen Bestrahlungsexperimenten
begonnen werden konnte, wurde die minimale erythemale Dosis (MED) bestimmt.
Die Dosis sollte so gewahlt werden, dass ein Sonnenbrand nach der Bestrahlung
sichtbar wurde. Dafur wurden HPV8 Transgen-negative Tiere mit verschiedenen
Dosen von UVA (2,5 — 12J/cm?) und UVB (0,25 — 1J/cm?) bestrahlt. Bei einer
Bestrahlungsintensitat von 12J/cm? UVA konnte nach 24 Stunden eine leichte
Rotfarbung der Haut wahrgenommen werden. Fiir UVB reichten 0,5J/cm? aus, um
einen Sonnenbrand zu verursachen.

Um zu Uberprufen, ob die Sonnenlicht Exposition in jungem Alter vermehrt zur
Entwicklung von aktinischen Keratosen und damit assoziierten Hauttumoren spater
im Leben beitragt (Bouwes Bavinck und Berkhout, 1997), wurden 3 Wochen alte
HPV8-GFR, -E6 und -E7 Mause, die noch keine Hautveranderungen zeigten,
gleichzeitig mit UVA und UVB bestrahlt. Die HPV8-GFR FVB/N Mause wurden im
ersten Versuchsanlauf mit einer Dosis von 10J/cm? UVA und 1J/cm? UVB bestrahlt.
Nach 4 Tagen war ein deutliches Erythem auf der bestrahlten Flache zu erkennen
(Abb.24), das nach ca. 3 Wochen bei den HPV8 negativen Geschwistertieren vollig
verheilte. Bei den HPV8 positiven Tieren verheilte das Erythem nur ansatzweise und
ging anschlieend nach etwa 2-3 Wochen in ein Papillom Uber, dass die gesamte
bestrahlte Flache einnahm. Nach 12 Wochen hat sich das Papillom Gber die Grenzen

der bestrahlten Flache ausgebreitet.
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HPV8 GFR + HPV8 GFR -
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Abb.24 UVA/B Bestrahlung von HPV8-GFR FVB/N Mausen. HPV8-GFR positive Mause
und negative Geschwistertiere wurden im Alter von 3 Wochen mit 10J/cm? UVA und 1J/cm?
UVB bestrahlt. Nach drei Wochen ist bei dem transgen-positven Tier ein Papillom
entstanden, wo hingegen beim HPV8 negativen Geschwistertier die bestrahlte Flache

vollkommen verheilte.

Eine einzige Behandlung mit UV-Licht war somit ausreichend, um in den HPV8-GFR
positiven FVB/N Mausen nach 3 Wochen Papillomatose zu induzieren. Die Dosis, die
ausreicht um die Entstehung von Papillomen zu induzieren, lag bei 2,5J/cm? UVA
und 0,25J/cm? UVB. Bei einer Dosis von 1J/cm? UVA und 0,1J/cm? UVB entwickelten

sich keine Papillome auf der bestrahlten Flache (Tab.9).
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HPV8-GRF UV-Dosis Alter Anzahl Tumoren| FVB/N o.BL6
pos.(+) 0. neg.(-) Jicm? UVA/UVB (Tage) bei x/y

+ 1/ 0,1 37 3 0/3 FVB/N
- 1/ 0,1 37 1 0/1 FVB/N
+ 2,5/ 0,25 37 6 5/6 FVB/N
- 2,5/ 0,25 37 2 0/2 FVB/N
+ 5/ 0,5 70 3 3/3 FVB/N
- 5/ 0,5 70 1 0/1 FVB/N
+ 10/1 24 12 12/12 FVB/N
- 10/1 24 4 0/4 FVB/N
+ 10/1 56 9 9/9 BL6

- 10/1 56 3 0/3 BL6

+ 0,36 UVB 28 6 6/6 FVB/N
- 0,36 UVB 28 2 0/2 FVB/N
+ 10 UVA 28 6 0/6 FVB/N
- 10 UVA 28 2 0/2 FVB/N

Tab.9 Papillomatose induzierende Wirkung unterschiedlicher UVA/B Dosen in

HPV8-GFR transgenen Mausen.

Um die Rolle des genetischen Hintergrunds der HPV8-GFR Mause bei der Induktion
der Papillomatose zu testen, wurden dieselben Bestrahlungs-Versuche auch mit BL6
Tieren durchgefuhrt. Die Papillomatose liel3 sich wie in der Linie 9 FVB/N in den
HPV8-GFR transgenen BL6 Mausen mit einer einzigen Behandlung induzieren. Bei
allen positiven Mausen entstand nach 16 Tagen auf der bestrahlten Flache ein
Papillom wohingegen die bestrahlte Flache der HPV8 negativen Tiere verheilte
(Abb.25, Tab.9).
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HPV8 BL6
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Abb.25 UVA/B Bestrahlungen von HPV8-GFR BL6 Mausen. HPV8-GFR positive BL6
Mé&use und negative Geschwistertiere wurden im Alter von 8 Wochen mit 10J/cm? UVA und
1J/cm? UVB bestrahlt. Nach 4 Tagen ist ein deutlicher Sonnenbrand sichtbar der nach 16
Tagen bei den transgen negativen Tieren fast komplett verheilte, jedoch bei den positiven zu

einem Papillom tberging.

Ferner wurden HPV8-GFR FVB/N Mause und negative Geschwistertiere mit
0,36J/cm? UVB bestrahlt, um zu testen, ob die Bestrahlung mit UVB alleine
Papillomatose induzieren kann. Nach 6 Wochen entstanden 2-3 vereinzelte
Papillome innerhalb der bestrahlten Flache, die sich dann diffus weiter ausbreiteten
(Tab.9). Die HPV8-GFR FVB/N Mause wurden aufierdem nur mit UVA bestrahlt, um
zu uberpriufen, ob die UVA Strahlung fur die Initiation der Papillomatose ausreicht.
Die bestrahlten Flachen wiesen nach 8 Wochen Beobachtungszeit keine Papillome
auf. Danach entstanden die Ublichen spontanen Papillome sowohl in den bestrahlten

als auch in den unbestrahlten HPV8 positiven Geschwistertieren.
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Die Induktion der Papillomatose Uber die gesamte bestrahlte Flache wurde auch bei
bestrahlten HPV8-E6 positiven Mausen beobachtet. Bei den HPV8-E7 positiven
Mausen aus drei verschiedenen Linien (Linie 9, 29, 57) hatte die UVA und UVB
Bestrahlung mit 10J/cm? bzw. 1J/cm? keine Papillom induzierende Wirkung. Es
entstanden keinerlei Hautlasionen, das Erythem verheilte genauso schnell wie bei

den negativen Geschwistertieren (Tab.10).

HPV8-E6 o. UV-Dosis Alter Anzahl Tumoren
E7 Mause | Jiem”UVA/UVB | (Tage) bei xly
E6 5/ 0,5 46 3 3/3
- 5/ 0,5 46 1 0/1
E6 10/1 37 12 12/12
- 10/1 37 4 0/4
E7 10/1 67 9 0/9
- 10/1 67 3 0/3
E6 0,36 UVB 71 3 3/3
- 0,36 UVB 71 1 0/1

Tab.10 Papillomatose induzierende Wirkung unterschiedlicher UVA/B Dosen in
HPV8-E6 und -E7 transgenen Mausen.

Spontane und durch UVA und UVB Bestrahlung induzierte Papillome derselben
Maus wurden histologisch untersucht und miteinander verglichen. Der Vergleich von
insgesamt 5 verschiedenen, UV-induzierten Papillomen mit spontanen
Hautveranderungen ergab in drei Fallen eine véllige Ubereinstimmung. Sie wurden
als Papillome ohne Dysplasie eingestuft. In einem Fall war die UV-induzierte
Hautlasion ein Papillom mit leichter Dysplasie und die spontane Veranderung ein
Papillom. In einem weiteren Fall zeigt die spontane Hautveranderung einen hoheren

Dysplasie Grad als die UV-induzierte.
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4.4.1. p53 Farbungen UV bestrahlter Haut von HPV8 transgenen Mausen

Auf Grund der Tatsache, dass die E6 Proteine der kutanen HPV Typen p53 nicht
degradieren, sollte untersucht werden, ob die frihen Gene von HPV8 auf indirekte
Weise in der Lage sind, die Expression von p53 zu inhibieren. HPV8-GFR FVB/N
Méause und negative Geschwistertiere wurden mit einer Dosis von 10J/cm? UVA und
1J/cm? UVB bestrahlt. Nach 24 Stunden wurde die bestrahlte Haut entnommen, in
Formalin eingelegt und am darauf folgenden Tag in Paraffin eingebettet. Als
Positivkontrolle wurde eine FVB/N Wildtyp Maus verwendet, in der sich die p53
Expression durch Bestrahlung mit UVA und UVB erwartungsgemal induzieren liel3.
Auch in der Epidermis der HPV8-E6 und -E7 transgenen Tiere sind die Kerne der
Epidermiszellen nach UV-Bestrahlung p53 positiv. Zwischen der Kontrolle und den
transgenen Tieren ist kein wesentlicher Unterschied in der Intensitat der Farbung zu
erkennen. Die Kerne der UV A/B bestrahlten Epidermis sind zu gleichen Anteilen
sowohl in der Wildtyp Maus als auch in den transgenen Mausen p53 positiv. Der
direkte Vergleich zwischen bestrahlter Haut von HPV8-GFR positiven und negativen

Mausen zeigt ebenfalls keine Unterschiede in der Intensitat der Farbung (Abb.26).
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Abb.26 Immunhistochemischer Nachweis von p53 in UV bestrahlter und unbestrahlter

Haut HPVS8 transgener Tiere. Schnitte der UV bestrahlten und unbestrahlten Haut eines
Wildtyp Tieres (FVB/N wt) und HPV8 transgener Mause wurden immunhistochemisch mit
einem polyklonalen, gegen p53 gerichteten Antikérper inkubiert und anschlieRend gefarbt.
Alle Schnitte der unbestrahlten Haut zeigen erwartungsgemaf keine Expression von p53,
wohingegen in den bestrahlten Schnitten p53 in den Kernen der Epidermiszellen sichtbar ist.
Bei den einzelnen transgenen Tieren und dem Wildtyp sind gleichwertige Spiegel an p53 in
der bestrahlten Haut erkennbar (Vergroferung 40x). A, B Ausschnitte in denen p53 positive

Kerne der interfollikularen Epidermis zu erkennen sind (Pfeile).
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4.5. DNA Sequenzanalysen der Gene p53 und H-ras aus HPV8 Tumoren

45.1. p53-Mutationsanalyse von HPV8-E6 und E6/E7 Tumoren

In menschlichen Hauttumoren wurden haufig Mutationen in den Exons 5, 7 und 8 des
p53 Gens gefunden (Basset-Seguin et al., 1994). Aufgrund dieser Tatsache sollten
die Tumoren der HPV8-E6 Mause auf typische Punktmutationen in sogenannten Hot-
Spots in den Exons 4-9 untersucht werden. Die DNA wurde aus zwei Papillomen und
aus zwei Papillomen mit leichter bzw. maRiger Dyplasie von HPV8-E6 Mausen sowie
aus einer schweren Dysplasie einer HPV8-E6/E7 Maus extrahiert. Von jeder Probe
wurden die p53 Exons 4, 5, 7 und 8/9 amplifiziert und sequenziert. Stellvertretend ist
in Abb.27 die gelelektrophoretische Uberpriifung der Amplifikate der Exons 4, 5 und

7 von zwei Tumoren dargestellt.

HPV8-E6 HPV8-EG/E7
1kb E4 E5  E7 E4 E5  E7

500bp

Abb. 27. Gelelektrophoretische Uberprufung der p53-spezifischen PCR der Exons 4, 5
und 7. Die Banden entsprechen der zu erwartenden GréRRe von 352 bp fur Exon 4 (E4), 469
bp flr Exon 5 (E5) und 271 bp fur Exon 7 (E7). Bei der HPV8-E6 Tumorprobe handelte es
sich um ein Papillom mit mittlerer Dysplasie und der Hauttumor der HPV8-E6/E7 Maus
wurde als Papillom mit schwerer Dysplasie eingestuft.
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In keinem Tumorgewebe konnten p53 Mutationen in den untersuchten Exons
identifiziert werden. In den Elektropherogrammen konnte auch kein Hinweis fir eine
Heterozygotie gefunden werden, die vorkommt, wenn nur ein Allel des Gens mutiert
ist oder wenn die DNA aus inhomogenem Tumorgewebe extrahiert wurde. Es
wurden allerdings eine Punktmutation an Position 82469 und zwei Punktmutationen
an Position 84444 (AN: AL731687) festgestellt. Diese drei Mutationen liegen in den

Introns des p53 Gens.

45.2. H-ras Mutationsanalyse der PEK von HPV8-GFR und HPV8-E6

Mausen

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass in Hauttumoren in allen drei
Genen der ras Familie (H-ras, K-ras und N-ras) Mutationen vorkommen
(Ananthaswamy und Pierceall, 1990). Die meisten ras Mutationen in humanen
Tumoren liegen in den Codons 12, 13 und 61 (Bos, 1989). Bei Mausen, die mit
DMBA behandelt wurden, konnten in 95%-100% der entstandenen Papillome
Mutationen im Codon 61 des H-ras Gens von CAA -> CTA gefunden werden (Bailleul
et al., 1989; Andrews et al., 1990; Gill et al., 1992).

Um H-ras Mutationen in den Tumoren der HPV8 transgenen Mause zu identifizieren,
wurden die H-ras Exons 2 und 3 von genomischer Maus DNA aus PEK und benignen
Tumoren amplifiziert und sequenziert. Insgesamt wurden jeweils 2 Tumorproben von
10 PEK von HPV8-GFR Mausen untersucht und in 4 konnte eine Punktmutation von
CAA zu CTA in Codon 61 festgestellt werden. Bei zwei der vier Mause war ein
mutiertes Codon 61 nur in einer Tumorprobe nachweisbar (Tab.11). Im
Elektropherogramm (Abb.28, B) ist die wt Sequenz des Codons 61 in einem
geringeren Anteil als die Punktmutation zu erkennen.

Aulerdem wurden noch 6 Papillome (zwei Papillome mit leichter, zwei mit maliger,
zwei mit schwerer Dysplasie) und 2 PEK von HPV8-E6 Mausen auf H-ras Mutationen
untersucht. In keiner dieser Proben wurden Mutationen in den Codons 12, 13 oder

61 gefunden.
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Mausnr. Codon 12+13 Codon 61
9-3-3-10-9-2

Tumorprobe 1 wt CAA — CTA
Tumorprobe 2 wit wit

9-3-8-2

Tumorprobe 1 wit CAA —» CTA
Tumorprobe 2 wit wit

85-25-12 wit wit

9-3-6-12 wt wt

9-30-3-3 wit CAA —» CTA
9-3-6-4 wit wit

85-1-6-65-14 wit wit
9-3-6-4-22-11 wit wit

85-25-7-7 wit CAA —» CTA
9-3-3-10-8-5 wit wit

Tab.11 Sequenzanalyse der Codons 12, 13 und 61 des H-ras Gens von 10 PEK von
HPV8-GFR Mausen.

A

Abb.28 Ausschnitt der Elektropherogramme des Codons 61 des H-ras Gens. (A)
Codon 61 Wildtyp Sequenz (CAA) und (B) mit Punktmutation nach CTA. Die wt Sequenz ist

in einem geringeren Anteil im Tumorgewebe enthalten (roter Pfeil).
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5. Diskussion

Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass BR-HPV auch in NMHK der Normal-
bevolkerung und vermehrt bei immunsupprimierten Organ-Transplantatempfangern
vorkommen und nicht nur auf EV-Patienten begrenzt sind. Die Hochrisiko R-HPV
Typen 5 und 8 dominieren zwar nicht in NMHK der nicht-EV Patienten und liegen in
geringer Kopienanzahl vor (Pfister, 2003), jedoch konnte das Vorhandensein von
Antikérpern gegen HPV8 Kapside mit PEK (Feltkamp et al., 2003; Masini et al., 2003)
und mit der Entwicklung pramaligner, aktinischer Keratosen (Bouwes Bavinck et al.,
2000) assoziiert werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass HPV8 an der
Entstehung von NMHK in der Normalbevdlkerung beteiligt ist.

Durch die Etablierung eines transgenen Mausmodells mit der gesamten frihen
Region von HPV8 konnten wir zeigen, dass die Expression viraler Gene in vivo fur
die Entwicklung von NMHK in Mausen ausreichend ist (Schaper, 2003). Die HPV8
Gene stehen unter der Kontrolle des Keratin-14 Promotors, der eine gezielte
Expression dieser Gene im Stratum basale und Stratum spinosum der adulten Haut
und sich entwickelnden Haarfollikeln von Mauseembryos erlaubt (Byrne et al., 1994;
Helfrich et al., 2004; Sethi and Palefski, 2004). Die HPV8-transgenen Mause wurden
in den FVB/N und BL6 Hintergrund gekreuzt. FVB/N-Mause wurden ausgewahlt, da
vorherige Studien zeigten, dass dieser Inzucht-Mausstamm eine Pradisposition zur
epidermalen Karzinogenese aufweist (Hennings et al., 1993; Brown und Balmain,
1995; Coussens et al., 1996). Die fruihen HPV Gene werden als polycistronische
MRNAs transkribiert und anschlieend alternativ gespleift (Fuchs and Pfister, 1994;
Haller et al., 1995). Die relativen Expressions-Spiegel der HPV8 Gene E2, E6 und E7
waren in den drei unabhangig erzeugten Linien 9, 85 und 61 ahnlich, ebenso die
absoluten Spiegel relativ zu der Menge an R-Aktin RNA. Diese Resultate stehen im
Gegensatz zu den Keratin-14 Promotor HPV16 transgenen Mausen, in denen E6
und E7 viel starker als E2 exprimiert werden (Sethi and Palefski, 2004). Die ahnliche
Expression der HPV8 Gene in den Linien 9, 85 und 61 sowohl im FVB/N als auch im
BL6 Hintergrund entspricht einem vergleichbaren Auftreten von Papillomen und
Dysplasien. Wahrend Tumore nie in den transgen-negativen Mausen beobachtet
wurden, traten Papillome singular und zu 80% multifokal bei nahezu allen (99,4%)
HPV8-positiven Mausen auf, wenn sie Uber einen Zeitraum von 120 Wochen
beobachtet wurden. Das multifokale Auftreten der Papillome weist darauf hin, dass

sie aus unabhangigen Vorlauferzellen entstanden sind. Etwa 20% der Papillome
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zeigten schlieBlich Anzeichen einer milden oder starken Dysplasie, wie gestorte
Schichtung der Epidermis, suprabasale und atypische Mitosefiguren,
Hyperchromatose und Anisonukleose. Das regelmafige Auftreten der Papillomatose,
gefolgt von einer Weiterentwicklung zur Dysplasie in einem grof3en Anteil der HPV8-
transgenen FVB/N und BL6 Mause ist bemerkenswert und steht im Gegensatz zu
den meisten anderen HPV transgenen Mausemodellsystemen, die in den letzten 14
Jahren entwickelt wurden, um HPV-assoziierte Krankheiten in vivo zu erforschen.
Diese Modelle verwenden verschiedene Keratin Promotoren, um die HPV
Onkoproteine zielgerichtet in unterschiedlichen Epithelschichten zu exprimieren.
Abgesehen von zwei transgenen Mausmodellen fir das kutane HPV1 und das EV-
assoziierte HPV38-EG/E7 wurden die meisten Modelle mit genitalen HPV-Typen
etabliert (Tab.12). Die fruihe Genomregion von HPV1, das gutartige Plantarwarzen
verursacht, fuhrte unter der Kontrolle des Keratin-6 Promotors in CBA/C57B1
Mausen nur zu einer vorubergehenden Hyperproliferation (Tinsley et al., 1992).
Transgene FVB/N Mause mit HPV38-E6/E7 unter der Kontrolle des bovinen K10
Promotors entwickelten spontan keine Tumoren. Allerdings fuhrte die Behandlung
von HPV38 Mausen mit dem Karzinogen DMBA und dem Tumorpromotor TPA zu
einer hoheren Inzidenz an Papillomen, Keratoakanthomen und PEK als in nicht
transgenen Tieren (Dong et al., 2005). Transgene IRCxFVB Mause mit den E6/E7
Genen des mit Zervix Karzinom assoziierten HPV18 unter der Kontrolle des Keratin-1
Promotors entwickelten Papillome, die bis zu 12 Monate gutartig blieben (Greenhalgh
et al.,, 1994). Das vom K14-Promotor regulierte E6 Onkogen des Mastomys
natalensis PV, das Keratoakanthome in seinem naturlichen Wirt verursacht, storte
nicht die normale Differenzierung der Haut an sich, aber begunstigte die bdsartige
Weiterentwicklung von chemisch induzierten Tumoren (Helfrich et al., 2004). Nur die
hohe Penetranz von Papillomatose und Dysplasie in den transgenen K14-HPV16

Mausen (Arbeit et al., 1994) ist mit den HPV8 Transgenen vergleichbar.
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HPV-Typ | Promotor Expression Phanotyp Referenz
/Gen
HPV1/ boviner suprabasale transiente Hyperproliferation | Tinsley et
komplette | Keratin 6 Expression in | der Epidermis und abnorme | al., 1992
frihe Epidermis Differenzierung der
Region Keratinozyten
HPV16/ | humaner basal in Hyperplasie, Papillomatose | Arbeit et al.,
komplette | Keratin 14 Platten- und Dysplasie an 1994
frihe epithelien epidermalen und mukosalen
Region Lokalisationen; PEK nach
12 Monaten
HPV16/ | boviner suprabasale epidermale Dysplasie, Searle et al.,
E6G/E7 Keratin 6 Expression in | Hyperkeratose und fokale 1994
Epidermis Parakeratose
HPV16 / | boviner suprabasale erhdhte Proliferationsrate Auewarakul
EG/E7 Keratin 10 Expression in | der basalen und et al., 1994
Epidermis suprabasalen Keratinozyten,
Papillombildung nach 14
Monaten
HPV16/ | humaner basal in epidermale Hyperplasie, Song et al.
E6 Keratin 14 Platten- Hyperproliferation, meistens | 1999
epithelien maligne Haut Tumoren
HPV16/ | humaner basal in epidermale Hyperplasie und | Herber et
E7 Keratin 14 Platten- Hyperkeratose, meistens al., 1996
epithelien benigne Haut Tumoren
HPV18/ | humaner basale und Hyperproliferation, nach 12 | Greenhalgh
EG/E7 Keratin 1 suprabasale Monaten Bildung von et al., 1994
Expression in Papillomen
Epidermis
MnPV / humaner basal in keine spontanen Haut- Helfrich et
E6 Keratin 14 Platten- veranderungen, bevorzugte | al., 2004
epithelien Bildung von PEK erst nach
chemisch induzierter
Mutagenese
HPV8 / humaner basal in Hyperplasie, Papillomatose, | Schaper,
komplette | Keratin 14 Platten- Dysplasie der Epidermis 2003
frihe epithelien und Entwicklung von PEK
Region
HPV38/ | boviner suprabasale keine spontanen Haut- Dong et al.,
EG/E7 Keratin 10 Expression in | veranderungen, bevorzugte | 2005

Epidermis

Bildung von PEK erst nach
chemisch induzierter
Mutagenese

Tab.12: HPV E6/E7-exprimierende transgene Mausmodelle
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Plattenepithelkarzinome traten in 6% der in FVB/N zurick gekreuzten HPV8
transgenen Mause auf. Somit konnte gezeigt werden, dass die Expression eines EV-
assoziierten HPV zur Krebsentwicklung fuhrt ohne zusatzliche Behandlung durch
physikalische oder chemische Karzinogene. Sowohl die HPV16 als auch die HPV8
transgenen BL6 Mause entwickelten keine PEK. Allerdings erlaubt die niedrige
Anzahl an BL6 Mausen, die bis jetzt analysiert werden konnten, noch keinen
endgultigen Vergleich mit FVB/N hinsichtlich der Anfalligkeit fur maligne
Transformation. Die genauen Faktoren, die fur die spezifische Empfindlichkeit zur
malignen Progression der FVB/N Keratinozyten verantwortlich sind, missen noch
aufgeklart werden. Bekannt ist allerdings, dass die Pradisposition zur malignen
Entartung nicht dominant vererbt wird, denn Nachkommen von FVB/N-BL6
Kreuzungen haben eine niedrigere Frequenz bdsartiger Konversion von Papillomen.
AuRerdem konnte durch Transplantation von Keratinozyten verschiedener
Mausstamme (SENCARA/Pt, BALB/c, BL6 und FVB/N), die mit HPV16-E6/E7
Retroviren infiziert waren, gezeigt werden, dass FVB/N-Keratinozyten am haufigsten
Karzinome in Nacktmausen bildeten (Woodworth et al., 2004). Somit liegt die
Ursache fur die hohere Suszeptibilitdt in den Keratinozyten selbst und wird nicht
durch dulRere Einflisse verursacht. Durch die Induktion von Haut Tumoren in HPV8-
Mausen mit verschiedenen genetischen Hintergrinden haben wir ein nutzliches
Modell um die Genetik der Pradisposition fur Hautkrebs zu erforschen.

Es ist bemerkenswert, dass die HPV8 induzierte Karzinogenese trotz der relativ
grollen Mengen an E2 spezifischer mRNA stattfindet, ganz im Gegensatz zu den
Ergebnissen der HPV16 transgenen Mause. Der selektive Vorteil des haufigen
Verlustes von E2 in den zervikalen Karzinomen, die durch HPV16 oder 18 verursacht
werden, wurde durch die Induktion der Seneszenz oder der Apoptose und durch eine
E2 vermittelte Suppression des viralen E6/7 Promotors erklart, die in den transgenen
Mausen allerdings nicht relevant ist (Tan et al., 1994; Desaintes et al., 1997; Wells et
al., 2000). Interessanterweise gehen Keratinozyten, die HPV8 E2 exprimieren, nicht
in die Apoptose (Oldak et al., 2004), was bedeuten konnte, dass die Expression
zumindest keinen hemmenden Effekt auf die Karzinogenese hat.

Da die HPV8-GFR transgenen Mause alle frihen Gene von HPV8 gleichzeitig
exprimieren, sollten im Rahmen dieser Dissertation die Gene auch einzeln im
transgenen Mausmodell untersucht werden, um deren Rolle in der Karzinogenese zu
charakterisieren. Es wurden HPV8-E6, -E6/E7 und -E7 transgene Mause unter der

Kontrolle des Keratin-14 Promotors generiert. Alle HPV8-transgenen Mause wurden
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durch Mikroinjektion von DNA erzeugt, die keine Homologie zu Maus DNA
Sequenzen hat und an einer zufalligen Stelle im Maus Genom integriert. Es kann
folglich erwartet werden, dass jede transgene FO-Maus, ein individuelles
Integrationsmuster aufweist (Gordon und Ruddle, 1983; Palmiter und Brinster, 1985).
Aufgrund der Tatsache, dass 5 von 7 HPV8-E6 positiven Mausen der FO-Generation
spater im Leben Tumoren entwickelten, ist die Moglichkeit der Tumorinduktion durch
insertionsbedingte Mutagenese vernachlassigbar. Der Ort der Entstehung, die
Haufigkeit und das allgemeine Aussehen der HPV8-EG6 induzierten Haut Tumore sind
nahezu identisch mit den HPV8-GFR transgenen Tieren. Auch das multifokale
Auftreten der Tumore in 70% der Falle ist vergleichbar mit dem Verhaltnis von
singular und multifokal aufgetretenen HPV8-GFR induzierten Hautveranderungen.
Bei 97% der HPV8-E6 Transgenen entstanden Hautveranderungen, wobei dieser
Anteil an Mausen mit Tumoren schon nach 51 Wochen zu beobachten war. Wie
zuvor fur die HPV8-GFR Mause beschrieben, war auch bei den HPV8-E6 Mausen
eine Reduktion des Alters bei Tumor Beginn von der F1- zur F2-Generation zu
beobachten, die sich aber in spateren Generationen wieder ausglich. Die
histologischen Untersuchungen ergaben keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den Tumoren HPV8-E6 und den HPV8-GFR transgener Mause. In beiden Fallen
Uberwiegen die Papillome mit 50-55%, gefolgt von den Papillomen mit leichter bzw.
mittlerer Dysplasie (21% bzw. 13% (HPV8-E6) und 16% bzw. 19% (HPV8-EG6)).
Papillome mit starker Dysplasie und PEK kamen in beiden transgenen
Mausstammen in 3% bzw. 6% der Falle vor. PEK kamen in allen drei HPV8-E6
Linien vor.

Der einzige auffallige Unterschied zwischen HPV8-E6 und HPV8-GFR transgenen
Tieren war das Auftreten von Thymus Hyperplasien in 72% der HPV8-E6 positiven
Mause mit Hautveranderungen. Bei sieben HPV8-E7 transgenen Mausen, die
obduziert wurden, um eventuelle Veranderungen in anderen Organen als der Haut
zu finden, war der Thymus unauffallig. Es konnte gezeigt werden, dass das
endogene Keratin-14 Gen und einige K14 Promotor gesteuerte transgene Konstrukte
im kortikalen Epithel der Thymusdrise exprimiert werden (Laufer et al., 1996,
McGargill et al., 2000, Capone et al., 2001). Transgene Mause die HPV16 E6/E7
Gene unter der Kontrolle des Keratin 5 Promotors exprimieren, auch ein Promotor
der die Expression zielgerichtet in den Basalzellen von Plattenepithelien ermdglicht,

entwickelten alle Thymus Hyperplasien (Carraresi et al., 2001). Warum in unserem
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Falle die HPV8-GFR Mause keine Thymus Hyperplasien entwickeln und welche
Rolle dabei die Expression von E2 spielt, muss noch weiter erforscht werden.

Die zwei HPV8-EG/E7 transgenen Tiere bekamen Hautveranderungen nach der
gleichen Zeitspanne wie die HPV8-E6 Mause. Aufgrund dieser Beobachtungen kann
man nicht von einer beschleunigenden Wirkung des E7 Proteins sprechen. Die
Tumore hatten allerdings schon einen hohen Grad der Dysplasie erreicht. Auf der
Basis von nur 2 Tieren, kann jedoch hochstens spekuliert werden, dass E7
womoglich die Progression zu héher gradigen Dysplasien fordert. Allerdings kann
diese Spekulation nicht durch den Vergleich mit HPV8-GFR Tieren gestitzt werden,
die auch E7 exprimieren.

Die HPV8-E7 transgenen Mause zeigten in keiner der 5 Linien nach 130 Wochen
Hautveranderungen, obwohl die Expression der E7-mRNA in allen Linien
nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtungen sind ein starkes Indiz dafur,
dass das E7-Protein alleine in vivo in den transgenen Mausen nicht onkogen ist. In
vorangegangenen Experimenten wurden zur Klarung des transformierenden
Potentials der fruhen HPV8 Genprodukte rekombinante Retroviren erzeugt, womit
primare Hautkeratinozyten infiziert und anschlieRend in raft-Kulturen auf die Effekte
der Uberexpression Uberpriift wurden. In der E7 raft-Kultur waren atypische
Keratinozyten zu erkennen, die in die unterliegende Dermis invadierten (Akgul et al.,
2005b). Diese Ergebnisse stehen im starken Gegensatz zu den in vivo Daten fur die
HPV8-E7 transgenen Mause. Ein Grund fur diese Diskrepanz konnte an dem
verwendeten Promotor liegen, denn moglicherweise kommen die transformierenden
Eigenschaften des E7-Proteins erst in hdheren Schichten der Epidermis zur Geltung.
Ein weiterer Grund konnte sein, dass das E7-Protein in humanen Keratinozyten
andere Funktionen entfaltet als in den murinen Keratinozyten.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass in der murinen Epidermis das EG6-
Protein von HPV8 das Hauptonkogen ist. Es ist notwendig und ausreichend um eine
spontane Tumorentwicklung bis hin zum Karzinom zu induzieren. Die Hypothese,
dass E2 als zusatzlich unterstitzender Faktor in der HPV8 bedingten Karzinogenese
mit E6 und E7 kooperiert (Dong et al., 2005), ist deshalb nicht zu vertreten. Es ist
bekannt, dass kutane HPV (z.B. HPV5) in der Lage sind, die Apoptose zu inhibieren,
indem die E6-Proteine die Degradierung von Bak verursachen (Jackson et al., 2000).
Diese antiapoptotische Funktion der kutanen E6 Proteine kann dazu fuhren, dass
Zellen mit somatischen Mutationen, die durch fehlerhafte Reparatur oder oxidative

Schaden entstanden sind, nicht eliminiert werden und zu Krebszellen entarten. Das



Diskussion 78

Bak Protein konnte in HPV-negativen, aber nicht in HPV-positiven PEK detektiert
werden, was darauf hinweist, dass HPV-assoziierte Tumoren ein hoheres
proliferatives Potential besitzen. Au3erdem beinhalteten die HPV-negativen Tumoren
viel mehr apoptotische Zellen als die HPV-positiven.

Vorherige Beobachtungen an den HPV8-GFR Mausen haben gezeigt, dass in allen
Linien Papillome bei den mannlichen Mausen friher auftraten, was vermutlich an
ihren haufigen Rangkampfen liegt, in denen sie sich oft verletzen (Hetherington,
2000). Vor allem die dorsalen und caudalen Regionen sind betroffen, in denen
Papillome im Allgemeinen am haufigsten entstehen. Diese Beobachtungen deuteten
darauf hin, dass zellulare Prozesse wahrend der Wundheilung die Tumorentwicklung
beschleunigen konnten. Durch das gezielte Setzen von Wunden konnte gezeigt
werden, dass es bei HPV8-GFR und -E6 Tieren, die in den FVB/N Hintergrund
zuruckgekreuzt wurden, zu einer Induktion der Papillomatose kommt. Bei HPV8-GFR
BL6 Mausen dagegen verheilte die Wunde genau so schnell wie bei den Wildtyp
Tieren. Ein mogliches Indiz dafiir, dass die Keratinozyten der HPV8 positiven FVB/N
Mause nicht nur suszeptibler fur die maligne Konversion sind, sondern auch fur die
Initiation der Papillomatose.

Es konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass sowohl in FVB/N als auch BL6
transgenen Mausen eine einzige Bestrahlung mit UVA und UVB ausreicht, um die
Papillomatose in HPV8-GFR und -E6 transgenen Tieren zu induzieren. Die
Zeitspanne nach der Bestrahlung bis zum Entstehen der Papillome war in beiden
Maushintergriinden nahezu gleich. Eine UVB Dosis von 0,36 J/cm? erwies sich als
schwacher Induktor der Papillomatose. Allerdings induzierte eine niedrigere Dosis
UVB in Verbindung mit UVA die Entstehung von Papillomen Uber die gesamte
bestrahlte Flache. Beide Strahlungen scheinen synergistisch die Induktion der
Papillomatose zu induzieren. Die immunhistochemischen Farbungen von p53
ergaben, dass in der bestrahlten Haut der HPV8-GFR, -E6 und -E7 transgenen Tiere
das p53 Protein genau wie in der bestrahlten Haut der FVB/N Wildtyp Mause
exprimiert wird. Zellulare Prozesse der Wundheilung, ausgeldst durch UV-Licht oder
das Setzen von Wunden, in Interaktion mit dem HPV8-E6 Protein sind der Ausloser
fur die Initiation der Papillomatose. Eine Regression der spontanen oder induzierten
Papillome wurde in keiner der HPV8 trangenen Mause beobachtet.

Genau wie die HPV8-GFR Mause wurden auch die HPV8-E6 Mause zunachst nicht
mit UV Licht bestrahlt. Deshalb war es auch nicht Uberraschend, p53 Wildtyp Gen in

allen untersuchten Tumoren zu finden. Obwohl das p53 Protein von HPV8-E6 im
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Gegensatz zu HPV16-E6 nicht inhibiert wird, war das p53 Wildtyp Gen offensichtlich
nicht in der Lage, die Krebsentwicklung zu verhindern. Lediglich 3 Punktmutationen
in den Introns konnten durch  Sequenzanalysen ermittelt werden.
Hochstwahrscheinlich haben diese Mutationen keinerlei Auswirkungen. Man kann
zwar nicht ausschliellen, dass nicht-kodierende RNAs aus den Introns z.B. als
mikroRNAs Uber regulatorische Funktionen verfligen (Mattick, 2003), aber Uber die
Regulation des p53 Gens durch nichtkodierende RNAs ist noch nichts bekannt.

In humanen Keratinozyten, die mit HPV38-E6 und E7 immortalisiert wurden, konnten
auch keine p53 Mutationen gefunden werden. Allerdings konnte gezeigt werden,
dass p53 in diesen Zellen stabilisiert wird, was wiederum selektiv die Transkription
von ANp73 aktiviert. Bei ANp73 handelt es sich um eine Isoform des p53 verwandten
Proteins p73, das in der Lage ist, die Apoptose induzierende Kapazitat von p53 zu
inhibieren (Accardi et al., 2006). Moglicherweise ist auch HPV8 Uber den gleichen
oder einen ahnlichen Mechanismus in der Lage, die Keratinozyten in den transgenen
Mausen zu transformieren. Allerdings wirde dieser Mechanismus nicht ausreichen,
um das karzinogene Potential von HPV8 vollstandig zu erklaren, denn in den HPV38
transgenen Mausen entstanden spontan keine Tumoren. Ein direkter Vergleich
zwischen HPV38-E6/E7 und HPV8-GFR und -E6 transgenen Mausen ist aufgrund
der unterschiedlichen Promotoren nur bedingt moglich. Die E6/E7 Onkogene von
HPV38 werden in suprabasalen Schichten der Epidermis und die HPV8 Onkogene in
der Basalschicht exprimiert. Interessant waren HPV38-EG/E7 transgene Tiere mit
vorgeschaltetem humanen K14 Promotor, um die Frage zu klaren, ob beide HPV
Typen in vivo die gleiche Relevanz in der Karzinogenese haben.

In 40% der untersuchten PEK von HPV8-GFR transgenen Mausen konnte eine
Mutation im Codon 61 des H-ras Gens identifiziert werden, die eine standige
Aktivierung der ras-vermittelten Signaltransduktion zur Folge hat. In den anderen
60% der PEK scheint diese Aktivierung nicht die Ursache flr die Progression bis zum
PEK gewesen zu sein. In keiner der gutartigen Lasionen konnte eine H-ras Mutation
detektiert werden. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Daten aus den
Maus Modellen fur die Hautkarzinogenese mit DMBA und TPA, bei denen in 95%-
100% der Papillome Mutationen im Codon 61 des H-ras Gens gefunden wurden
(Bailleul et al., 1989; Andrews et al., 1990; Gill et al., 1992). Die H-ras Mutationen
sind somit das Ergebnis einer Interaktion des Karzinogens mit der DNA. Folglich ist

die ras Aktivierung ein frihes Ereignis in der chemisch aber nicht in der HPV8
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induzierten Karzinogenese. Etwa 10-20% der humanen PEK enthalten Mutationen in
den Codons 12, 13 und 61 von H-ras (Boukamp, 2005).

Das krebserzeugende Potential von HPV8 in den transgenen Mausen war
Uberraschend, wenn man das Fehlen einiger biochemischer Aktivitaten von E6 und
E7 bedenkt, die als Hauptursache flr die Onkogenese durch HPV16 angesehen
werden. Dies weist offenbar auf andere, in hohem Grade Tumor induzierende und bis
jetzt unbekannte Eigenschaften der frihen Proteine von HPV8 hin.

Die im Vergleich zum Menschen schnelle Entwicklung der Hauttumoren in den
Mausen hangt zweifellos mit der dauerhaften Expression der frthen Gene von HPV8
in allen proliferationskompetenten Keratinozyten zusammen, die vom K14 Promotor
reguliert wird. In der menschlichen Haut werden die fruihen Gene von HPV8 nur
schwach von ihrem naturlichen Promotor exprimiert, auRerdem kann die episomale
DNA durch die Zellteilung verloren gehen, und mit HPV8 infizierte Zellen kdnnen zum
Teil durch das Immunsystem beseitigt werden. Diese Unterschiede kdnnen eine viel
langsamere und weniger effiziente Onkogenese beim Menschen erklaren. Es konnte
jedoch klar gezeigt werden, dass HPV8-E6 das volle Potential fur die Induktion von
Krebs hat. Folglich kann eine HPV8 Infektion, die Uber Dekaden, obgleich auf einem
niedrigen Niveau, fortbesteht, in Interaktion mit =zellularen Prozessen der
Wundheilung, hervorgerufen durch Sonnenbrand oder Verwundung, eine relevante

Ursache von Hautkarzinogenese beim Menschen sein.
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7. Abklrzungsverzeichnis

AEC 3-amino-9-Ethylcarbazol

AN Accession number

ATP Adenosin-Triphosphat

BL6 C57BL/6J (Mausstamm mit schwarzem Fell)
bp Basenpaar

BSA Bovines Serum Albumin

BZK Basal-Zell-Karzinom; Basal-cell-carcinoma
Cdk Cylin-abhangige Kinase

DBA Dilute braun (Mausstamm mit braunem Fell)
DMBA Dimethylbenzanthrazen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EV Epidermodysplasia verruciformis

FVB/N Friend leukaemia virus B strain (Mausstamm mit weilRem Fell und

roten Augen; albino)

g Erdbeschleunigung

GFR gesamte fruhe Region (des HPV8 Genoms)
hCG humanes Choriogonadotropin

HPV Humanes Papillomvirus

Hz Hertz

kB Kilobase

kD Kilodalton

LB-Medium Luria Bertanie Medium

min Minute

mM Millimolar

m-RNA Boten-Ribonukleinsaure (messenger RNA)
MW Molekulargewicht (molecular weight)

NCR non-coding-region

NGS Normales Ziegenserum (normal goat serum)
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NMHK
nt

oD
ORF
ofi
PCR
PEG
PEK
pmol
PMSG
pRb
PV

RT
sec
SOC-Medium
TPA
TSB

U

pmol

nicht-melanozytarer-Hautkrebs; non melanoma skin cancer
Nukleotid

Optische Dichte

open-reading-frame

origin of replication

Polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

Plattenepithel-Karzinom; squamous-cell-carcinoma
Picomol

Pregnant-Mare-Serum-Gonadotropin
Retinoblastom-Protein

Papillomvirus

Raumtemperatur

Sekunde

super optimal broth + glucose medium
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Azetat

Transformation and Storage Buffer

Units (Einheiten)

Mikromol
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8. Zusammenfassung

Das kutane humane Papillomvirus 8 (HPV8) gehort zu den Hoch-Risiko Typen bei
Epidermodysplasia verruciformis (EV)-Patienten. Mit Hilfe sensitiver
Detektionstechniken konnte dieser EV-HPV auch in gesunder Haut und in nicht-
melanozytarem Hautkrebs der Normalbevolkerung gefunden werden, vor allem bei
immunsupprimierten  Organ Transplantatempfangern. Durch die Etablierung
transgener Mause mit der gesamten frihen Region (GFR) von HPV8 unter der
Kontrolle des humanen Keratin-14 Promotors, welcher die Expression dieser Gene in
basalen Hautkeratinozyten aktiviert, konnten wir das onkogene Potential von HPV8
in vivo demonstrieren.

Da im HPV8-GFR Mausmodell alle fruthen Gene von HPV8 gleichzeitig exprimiert
werden, sollten im Rahmen dieser Dissertation die Gene E6 und E7 einzeln im
transgenen Mausmodell untersucht werden, um deren Rolle in der Karzinogenese zu
charakterisieren. Dabei stellte sich heraus, dass das E6 Protein alleine in der Lage ist
singulare oder multifokale gutartige Tumoren spontan zu induzieren. Diese Tumoren
sind durch Papillomatose, Akanthose, Hyperkeratose und unterschiedliche Grade
epidermaler Dysplasie gekennzeichnet und entarten in 6% der Falle zu
Plattenepithelkarzinomen, vergleichbar mit den Ergebnissen der HPV8-GFR Mause.
Im Gegensatz dazu zeigten die HPV8-E7 transgenen Mause keinen offensichtlichen
Phanotyp. Um synergistische Effekte des UV-Lichtes und der Wundheilung in diesen
transgenen Tieren zu evaluieren, wurde die Haut der HPV8 Mause mit UVA und UVB
bestrahlt oder mit Biopsiestanzen verwundet. Die UVA/B Bestrahlung und die
Verwundung induzierten in den HPV8-GFR und -E6 transgenen Mausen zwei bis drei
Wochen nach der Behandlung Papillomatose. Die Bestrahlung mit UVA hatte keine
induzierende Wirkung und die Bestrahlung mit UVB alleine erwies sich als schwacher
Induktor der Papillomatose. In 40% der untersuchten PEK konnten Mutationen im
Codon 61 des H-ras Gens identifiziert werden. Mutationen im p53 Gen wurden weder
in benignen noch in malignen Tumoren von HPV8 positiven Mausen gefunden.
Immunhistochemische Farbungen von p53 zeigten gleiche Spiegel von p53 in der
Epidermis HPV8 positiver und negativer Mause nach UV Bestrahlung.

In der murinen Epidermis ist das E6 Protein von HPV8 das Hauptonkogen,
notwendig und ausreichend, um eine spontane Tumorentwicklung bis hin zum

Karzinom zu induzieren. Eine HPV8 Infektion, die Uber Dekaden, obgleich auf einem
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niedrigen Niveau, fortbesteht, konnte in Interaktion mit Prozessen der Wundheilung,

eine relevante Ursache von Hautkarzinogenese beim Menschen sein.
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9. Abstract

The cutaneous human papillomavirus 8 (HPV8) belongs to the high risk types
associated with epidermodysplasia verruciformis (EV) patients. Sensitive detection
techniques also found EV-HPVs in healthy skin and in non melanoma skin cancer of
the general population. They are particularly prevalent in immunosuppressed organ
transplant recipients. By generating transgenic mice with the complete early region
(GFR) of HPV8 under control of the human keratin-14 promoter, which activates the
expression of these genes in the basal keratinocytes, we could demonstrate the
oncogenic capacity of HPV8 in vivo.

In order to further characterize the role of the early genes in carcinogenesis we
expressed the genes E6 and E7 separately in transgenic mice, showing that the E6
protein alone is able to spontaneously induce singular or multifocal benign tumors.
These tumors are characterized by papillomatosis, acanthosis, hyperkeratosis and
varying degrees of epidermal dysplasia. In 6% of the cases the tumors became
malignant, comparable with the results of the HPV8-GFR mice. In contrast the HPV8-
E7 transgenic mice showed no obvious phenotype.

In order to evaluate synergistic effects of UV light and wound healing in these
transgenic animals, the skin of HPV8 mice was irradiated with UVA and UVB or
wounded with punch biopsies. The UVA/B irradiation and the wounding induced
papillomatosis in the HPV8-GFR and -E6 transgenic mice two to three weeks after
the treatment. The irradiation with UVA did not have an inducing effect and the
irradiation with UVB alone led to a weak induction of papillomatosis. In 40% of the
examined squamous cell carcinomas (SCC) mutations in Codon 61 of the H-ras gene
could be identified. In the HPV8 positive mice, mutations in the p53 gene were not
found neither in benign nor in malignant tumors. Immunhistochemical stainings of
p53 showed similar levels of p53 in the epidermis of HPV8 positive and negative
mice after UV irradiation.

In the murine epidermis the E6 protein of HPV8 is the major oncogene, necessary
and sufficient to induce spontaneous tumor development up to SCC. A HPVS8
infection persisting over decades, although at a low level, in interaction with wound

healing processes, may be a relevant cause of skin carcinogenesis in man.
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