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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Hepatitis C Virus 3'-untranslatierten Region
(HCV 3'-UTR) und des 3'-Poly(A)-Anhangs sowohl auf die IRES-abhéngige als auch auf die
cap-abhéngige Translation in vivo und in vitro untersucht.

Das Hepatitis C Virus ist ein positivstrangiges RNA-Virus, welches der Familie der Flaviviren
zugeordnet wird. Die Initiation der Translation erfolgt cap-unabhéngig mit Hilfe einer internen
Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) in der 5'-untranslatierten Region (5-UTR) des viralen
Genoms. Eine HCV-verwandte IRES ist die des porcinen Teschovirus (PTV), welches den
Picornaviren zugeordnet wird. Die PTV IRES ahnelt allerdings sowohl beziglich seiner
Struktur als auch seiner Funktionsweise der Translationsinitiation stark der HCV IRES. In der
vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Translation an beiden IRES-
Elementen durch die HCV 3-UTR deutlich stimuliert wird. Dieser Effekt konnte allerdings
auch fir eine nicht HCV-verwandte IRES gezeigt werden. Die Stimulation der Aktivitat
verschiedener IRES-Elemente durch die HCV 3'-UTR wurde unabhangig vom untersuchten
Zelltyp gefunden. Dies weist darauf hin, dass an der Translationsstimulation durch die HCV
3-UTR eher allgemeine als leberzellspezifische Faktoren beteiligt sind. Die Stimulation der
Translation durch die HCV 3'-UTR scheint demnach kein bedeutender Faktor bezlglich des
Lebertropismus des Hepatitis C Virus zu sein.

In dieser Arbeit wurde neben der IRES-abhéngigen Translation auch der Einfluss der HCV
3-UTR auf die Translationsinitiation an der 5-Cap-Struktur einer RNA untersucht. Ebenso
wie bei der Initiation der Translation an viralen IRES-Elementen konnte auch hier ein
positiver stimulatorischer und zelltypunabhangiger Effekt der HCV 3'-UTR auf die Translation
an der Cap-Struktur nachgewiesen werden.

Wie schon fur die Stimulation der cap-abhangigen Translationsinitiation durch den 3'-
Poly(A)-Anhang gezeigt, konnte in der vorliegenden Arbeit auch eine zelltypunabhangige
Stimulation der Translation aller untersuchten IRES-Elemente durch einen 3'-Poly(A)-
Schwanz nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Stimulation
sowohl der HCV IRES-abhangigen als auch der cap-abhangigen Translation durch die HCV
3-UTR oder den 3’-Poly(A)-Anhang unabhéngig von der Zellzyklusphase stattfindet, in
welcher sich die Zellen befinden.

Ein spezielles Augenmerk wurde auf den Zusammenhang zwischen der Lange des 3'-
Poly(A)-Anhangs und dem quantitativen Stimulationseffekt sowohl fur die cap- als auch die
IRES-abhéngige Translation gelegt. Dabei zeigte sich in vivo bei beiden Arten der
Translationsinitiation ein direkter Zusammenhang zwischen der Lange des Poly(A)-Endes
und der Starke der Translationsstimulation. Diese erhéht sich jedoch ab einer Poly(A)-
Schwanz-Lange von mehreren hundert Adenosinen nicht mehr, so dass es hier zu einem
Stimulationsplateau kommt.

Zusammengefasst deuten die Resultate der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die
Stimulation der Translationsinitiation durch die verschiedenen 3'-Enden durch zumindest
teilweise unterschiedliche Mechanismen bewirkt wird.



Summary

Summary

In this study the influence of the hepatitis C virus 3’-untranslated region (HCV 3'-UTR) and
the 3’-poly(A)-tail on IRES-dependent and cap-dependent translation was investigated in vivo
and in vitro.

The hepatitis C virus is a positive strand RNA virus which belongs to the family of
Flaviviruses. The initiation of translation takes place cap-independently with the help of an
internal ribosome entry site (IRES) in the 5’-untranslated region (5’-UTR) of the viral genome.
An HCV-related IRES is the IRES of the porcine teschovirus (PTV) which is assigned to the
Picornavirus family. The PTV IRES is very similar to the HCV IRES concerning its structure
and function in initiating translation. In this study it could be shown that the translation on
both IRES-elements could be stimulated considerably by the HCV 3'-UTR. This effect could
also be shown for a non-HCV-related IRES-element. The stimulation of the activity of
different IRES-elements by the HCV 3’-UTR was found to be independent of the investigated
cell types. These data suggest that in the stimulation of translation by the HCV 3-UTR
ubiquitous factors rather than liver cell-specific factors are involved. The stimulation of
translation by the HCV 3-UTR seems to be not an important factor concerning the liver
tropism of the hepatitis C virus.

Besides the effect of the HCV 3'-UTR on IRES-dependent translation also its influence on
translation initiation at the 5’-cap-structure of an RNA was investigated in this study. As well
as for the initiation of translation on viral IRES-elements, a positive stimulatory effect of the
HCV 3’-UTR on translation at the cap-structure could be detected cell type-independently.

As already shown for the stimulation of cap-dependent translation initiation by the 3’-poly(A)-
tail a cell type-independent translation stimulation of all investigated IRES-elements by a
poly(A)-tail could be discovered in this study. Furthermore, it could be shown that the
stimulation of HCV IRES-dependent as well as cap-dependent translation by the HCV 3'-
UTR or the poly(A)-tail is independent of the cell cycle phase of the transfected cells.

A focus of this study was on the interrelation of the length of the 3'-poly(A)-tail and the
gquantitative stimulatory effect for cap-dependent as well as IRES-dependent translation.
Here a direct correlation between the length of the poly(A)-tail and the translation stimulation
was found in vivo for both types of translation initiation. This stimulation is enhanced until the
poly(A)-tail reaches several hundred adenosines, finally reaching a plateau.

Taken together the results of this study indicate that the stimulation of translation initiation by
different 3’-ends is caused at least partially by different mechanisms.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Viren sind kleine infektiose Partikel aus Proteinen, die bei einigen Virustypen von einer
Lipidmembran umgeben sind, und die als Erbinformation entweder DNA oder RNA enthalten.
Sie besitzen keinen eigenen Stoffwechsel und sind fir ihre Vermehrung auf eine lebende
Wirtszelle angewiesen. Da sie sich nicht durch Teilung vermehren kdnnen, missen sie
innerhalb einer Wirtszelle aus den einzelnen Molekilen zusammengebaut werden
(Assembly).

Viren kdnnen sowohl Menschen und Tiere, als auch Pflanzen und Bakterien befallen. Eine
Infektion kann je nach Virus fur den Wirt sehr unterschiedliche Auswirkungen haben. Die
Symptombandbreite recht dabei von volliger Symptomfreiheit bis hin zum Tod.

Eine erste Einteilung der Viren erfolgt aufgrund ihrer Genomstruktur und der damit
verbundenen Replikationsstrategie (Baltimore-Klassifikation). Dabei unterscheidet man
zunachst zwischen einzel- oder doppelstrangigen DNA- bzw. RNA-Viren. Einzelstrangige
RNA-Viren werden auflerdem danach unterteilt, ob ihr Genom in positiver oder negativer
Orientierung vorliegt. Eine RNA mit positiver Orientierung kann in der Zelle sofort translatiert
werden, wohingegen ein negativ-orientierter RNA-Strang erst umgeschrieben werden muss.
RNA-Viren besitzen durch die Fehleranfalligkeit der RNA-Polymerase eine hohe
Mutationsrate, was zu einer schnellen Evolution und Ausbildung von Quasispezies fihrt.
Neben der Art der Nukleinsaure kdnnen allerdings auch morphologische Merkmale bei der
Einteilung der Viren betrachtet werden. Dazu gehdren die Form der Kapside oder das
Vorhandensein einer Hille (Envelope). Ein einfach strukturiertes Virus besteht aus der die
Erbinformation tragende Nukleinsaure, welche in einer Proteinhille (Kapsid) verpackt ist.
Manche Viren erhalten beim Durchdringen von zellularen Membranen eine zusatzliche Hiuille,
in die sowohl gegebenenfalls zellulare als auch virale Proteine eingelagert sind. ,Nackte*
Viren besitzen im Gegensatz zu den umhilliten Viren unter anderem eine héhere Resistenz
gegenuber Umwelteinflissen sowie eine hthere Anpassungsfahigkeit, da eine Virushiille in
der Regel empfindlicher gegeniiber beispielsweise Austrocknung oder Desinfektionsmitteln
ist.

Diese Arbeit beschaftigt sich unter anderem mit der Translation des Hepatitis C Virus (HCV),
dem Erreger der Hepatitis C.

1.1 Das Hepatitis C Virus

Da das Virus bis zu seiner Identifizierung 1989 (Choo et al., 1989) mit der bekannten
Diagnostik fir Hepatitis A und B Viren nicht nachweisbar war, wurde der Erreger den Nicht-
A/Nicht-B Hepatitisviren zugeordnet. Eine Infektion war haufig nach Bluttransfusionen
beobachtet worden. Erst nach der Identifizierung und den damit verbunden neuen
diagnostischen Methoden wurde die Infektionsrate nach Bluttransfusionen deutlich reduziert.
Trotzdem sind nach heutigen Schatzungen der WHO weltweit ca. 3 % der Bevdlkerung mit
dem Hepatitis C Virus infiziert. Ein sehr hoher Prozentsatz von 70 — 80 % der Infektionen
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verlaufen chronisch und bei ca. 20 % dieser chronischen Verlaufe tritt spater eine
Leberzirrhose auf, die zur Notwendigkeit einer Lebertransplantation oder sogar zum Tod
fuhren kann. Eine vorbeugende Schutzimpfung gegen HCV konnte bisher noch nicht
entwickelt werden. Eine antivirale Therapie ist die Gabe von hochdosiertem Interferon-a und
Ribavirin, einem Guanosin-Analogon, was bei ca. 40 % der Infizierten zu einer Eliminierung
der RNA im Serum fuhrt.

Aufgrund seiner Genomstruktur und seiner molekularen Eigenschaften wird das Hepatitis C
Virus in die Familie der Flaviviridae eingeordnet. Andere Vertreter dieser Virusfamilie sind
z.B. das Gelbfiebervirus oder das klassische Schweinepestvirus. Innerhalb der Familie stellt
HCV den einzigen Vertreter des Genus Hepacivirus dar.

Aufgrund der hohen Variabilitdt der Viren werden sie in Genotypen und Subtypen eingeteilt.
Eine Klassifikation fur HCV erfolgt in 6 Genotypen, wobei die Genotypen 1 - 3 weltweit
verbreitet sind, der Genotyp 4 vor allem in Afrika, Genotyp 5 in Siudafrika und Genotyp 6
besonders in Asien vorkommt (Bartenschlager et al., 2004). Die haufigsten Subtypen in
westlichen Landern sind Genotyp 1a, 1b, 2a, 2b und 2c.

1.2 Struktur und Genomorganisation von HCV

Das Hepatitis C Virus besitzt ein einzelstrangiges, positiv orientiertes RNA-Genom. Die
Nukleinsdure wird von einem Kapsid aus viruskodierten Core-Proteinen umgeben (Penin et
al., 2004b). Das Kapsid wird von einem Virusenvelope umhillt, in dessen Membran die
viralen Oberflachenproteine E1 und E2 verankert sind. Beide Proteine sind glykosyliert und
bilden ein Heterodimer in der Hille des Virions. Der Durchmesser der Viren wird mit ca. 40 -
70 nm angegeben (Kaito et al., 1994; Wakita et al., 2005). Infektiosse HCV Partikel sind
haufig mit Lipoproteinen assoziiert und werden auch als Lipo-Viro-Partikel bezeichnet
(Abbildung 1.1).

Lipoprotein-"'-.,_
Partikel

\ss (+) RNA

¢ Nukleokapsid

Lipidmembran

Abbildung 1.1: Modell des Hepatitis C Viruspartike Is. Das einzelstrdangige RNA-Genom ist
verpackt in das aus Core-Proteinen bestehende Kapsid. Umhtillt wird dieses Nukleokapsid von einer
Membranhiille, in die die viralen Glykoproteine E1 und E2 als Heterodimere eingelagert sind. Die
infektiosen Viren sind mit Lipoproteinen assoziiert. Abbildung modifiziert nach Bartenschlager et al.,
2004.
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Das einzelstrangige RNA Genom des Virus besitzt eine Lange von ca. 9.600 Nukleotiden. Es
weist eine positive Orientierung auf, so dass es wie eine zellulare mRNA direkt dem
Translationsapparat der Zelle zur Verfigung gestellt werden kann. Das Genom hat nur einen
offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) und kodiert somit fir nur ein Polyprotein mit
einer Grofe von ca. 3.100 Aminosauren (AS). Eine schematische Darstellung der HCV-RNA
inklusive der beiden untranslatierten Regionen (UTRS) ist in Abbildung 1.2 gezeigt.

5-UTR
1}

3-UTR
| VR 3°X

\V/ ' uc 3
Offener Leserahmen des Polyproteins

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des HCV Gen oms. Die einzelstrangige, positiv-
orientierte Virus RNA codiert mit nur einem offenen Leserahmen (ORF) fur das HCV Polyprotein.
Dieser ORF wird an beiden Seiten von zwei untranslatierten Regionen (UTRs) flankiert, der 5-UTR
und der 3'-UTR. Abbildung modifiziert nach Bartenschlager et al., 2004.

Am N-terminalen Ende des ORFs sind die HCV Strukturproteine fur Core, E1 und E2 codiert,
gefolgt von einem noch nicht vollstandig charakterisierten Protein p7. Am C-terminalen Ende
der RNA sind die Nichtstrukturproteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B codiert.
Das virale Polyprotein wird mit Hilfe von sowohl zellularen als auch viralen Proteasen in
seine funktionalen Proteine gespalten (Abbildung 1.3).

N~{ce1|e2fpr] 2| 3 |an]4B] sa | sB )c

Wb bbd kb

zelluldre Signalasen  virale virale NS3/4A-Protease
NS2/3-Protease

Abbildung 1.3: Organisation des HCV Polyproteins. Am N-terminalen Ende des Polyproteins
befinden sich die viralen Strukturproteine. Das Core-Protein (C), die viralen Oberflachenproteine E1
und E2 und das Protein p7 werden mit Hilfe von zellularen Signalen gespalten. Die C-terminalen
Nichtstrukturproteine (NS) 2 - 5B werden durch die viruskodierten Proteasen prozessiert.

Die Spaltung des Polyproteins in die viralen Strukturproteine findet im Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) statt. Hier bewirkt eine Signalase zwei Spaltungen, so
dass sowohl das Core-Protein als auch die beiden Oberflachenproteine E1 und E2
freigesetzt werden.
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Das HCV Core-Protein bildet als Multimer das Nukleokapsid des Virus (Yasui et al., 1998).
Es besitzt eine Molmasse von 21 kDa und hat eine hohe Affinitdt zu RNA. Aul3erdem werden
weitere zelluldre Prozesse von diesem Protein beeinflusst. Die Virusproteine E1 und E2 sind
35 bzw. 70 kDa grofRe glykosylierte Transmembranproteine, die als nicht-kovalente
Heterodimere Bestandteil der HCV Hiille sind (Deleersnyder et al., 1997). Fur die Bindung
des Virus an die Zielzelle scheint vor allen Dingen E2 verantwortlich zu sein, wohingegen E1
wohl am anschlielenden Fusionsprozess beteiligt ist (Flint und McKeating., 2000; Rosa et
al., 1996). Neben diesen Strukturproteinen konnte bei chronisch-infizierten Patienten noch
ein Frameshift-Protein (F- oder ARFP-Protein) mit Hilfe von Antikérpern nachgewiesen
werden (Walewski et al., 2001). Es entsteht durch eine Leserasterverschiebung in der Core-
Region. Die Funktion ist noch weitgehend ungeklart.

Stromabwarts der viralen Strukturproteine sind die Nichtstrukturproteine codiert. Ein recht
kleines Protein mit einem Molekulargewicht von 7 kDa (p7) erfullt die Funktion eines
integralen Membranproteins (Carrere-Kremer et al., 2002). Dieses essentielle Protein wird
den Viroporinen zugeordnet und scheint die Funktion eines Kalzium-lonen-Kanals zu haben
(Griffin et al., 2003; Gonzalez und Carrasco, 2003).

Fur die Prozessierung der HCV Nichtstrukturproteine sind zwei virale Proteasen essentiell,
NS3 und NS2 - NS3. Die Autoprotease NS2-NS3 ist nur fur die Spaltung von NS2 und NS3
verantwortlich. Alle anderen Spaltungen werden von der Serinprotease NS3 durchgefihrt,
dabei spielt NS4A als Kofaktor eine Rolle (Bartenschlager 1999). NS3-NS4A hat neben der
proteolytischen Funktion auch die einer Helikase/NTPase. Dadurch kann z.B. fur die
Replikation RNA gebunden und leichter entwunden werden (Gwack et al., 1997; Tai et al.,
1996). Durch ihre vielseitige Funktion ist NS3-NS4 eines der beliebtesten Ziele fur antivirale
Medikamente (Pawlotsky und McHutchison, 2004; Pawlotsky, 2006). NS4B mit einem
Molekulargewicht von 27 kDa ist ein integrales Membranprotein (Hugle et al., 2001; Lundin
et al., 2003). Seine Funktion ist die Induktion der Bildung eines membrantsen Netzwerks
(membranous web) fir die Replikation (Egger et al., 2002; Elazar et al., 2004; Gretton et al.,
2005). NS5HA ist ein 56 bzw. 58 kDA groRRes Phosphoprotein. Es ist involviert in der
Replikation des Virus (Elazar et al., 2003; Penin et al., 2004b), was jedoch noch nicht
komplett aufgeklart werden konnte. Es wurde (gezeigt, dass NS5A mit
Membranmikrodoméanen (Lipid Rafts) assoziiert und dass diese Interaktion fir die Bildung
des Replikationskomplexes von Bedeutung ist (Shi et al., 2003; Tu et al., 1999; Gao et al.,
2004). AuRRerdem weisen Studien darauf hin, dass NS5A eine Rolle bei der Interferon-a
Resistenz spielt, indem es PKR (Proteinkinase R) bindet und inhibiert (Gale et al., 1998).
NS5B hingegen erflllt die Funktion einer RNA-abhéngigen RNA-Polymerase (Behrens et al.,
1996). Dieses 68 kDa groRRe Protein ist ebenfalls ein bedeutender Angriffspunkt bei der
Entwicklung einer antiviralen Therapie (Di Marco et al., 2005; Ma et al., 2005). Eine
Ubersicht der HCV Virusproteine und deren Funktionen ist in Tabelle 1 gezeigt.
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HCV Protein MG (kDa) Funktion

C (Core) p21 Phosphoprotein, RNA-Bindung, Nukleokapsid
E1 (Envelope 1) op36 N-glykosyliert, Hillprotein, Fusionsdomé&ne?
E2 (Envelope 2) p70 N-glykosyliert, Hillprotein, Rezeptor-Bindung
p7 p7 Viroporin (lonenkanal)

NS2 p23 Teil der NS2-NS3 Autoprotease

NS3 p70 Serin-Protease, NTP -ase, RNA-Helikase
NS4A p6 Kofaktor fir NS3-NS4

NS4B p27 Transmembranprotein

NS5A 56 bzw. 58 Phosphoprotein, Bildung von Replikations-

komplexen, Interferon a-Resistenz
NS5B 68 RNA-abhangige RNA Polymerase

Tabelle 1: Ubersicht der HCV-codierten Proteine mit Molekulargewicht und Funktionen.

Der offene Leserahmen dieser RNA wird an beiden Seiten von jeweils einem untranslatierten
Bereich (UTR) flankiert (Abbildung 1.2). Am 5’-Ende der RNA befindet sich die so genannte
5-UTR, die zwischen verschiedenen Isolaten hochkonserviert ist. Dieser komplex
strukturierte Bereich beinhaltet die interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES), die fur eine Cap-
unabhangige Translation des HCV Genoms verantwortlich ist. Am 3’-Ende der RNA befindet
sich ebenfalls eine nichtkodierende Region, die HCV 3’-UTR. Diese Region ist von variabler
Lange und hat wichtige regulatorische Funktion fir die Replikation und Translation des Virus
(Friebe et al., 2002; Song et al., 2006).

1.2.1 Die HCV 5-UTR

Die hochkonservierte 5-UTR des Hepatitis C Virus (s. Abbildung 1.4) besitzt in den meisten
Isolaten eine Lange von 341 Nukleotiden. Sie hat eine komplexe Sekundarstruktur
bestehend aus vier Doménen mit verschiedenen Stamm-Schleifen-Strukturen (Stem-loops)
und einem Pseudoknoten (Brown et al., 1992; Wang et al, 1995). Die Domanen Il - IV sowie
ein Stick des ORFs bilden die IRES, die interne Ribosomeneintrittsstelle, welche essentiell
fur die Translation der Virus RNA ist (Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Die Doméne | liegt
aufRerhalb der IRES und ist gemeinsam mit Domane Il wichtig fir die Replikation des viralen
RNA (Friebe et al., 2001; Luo et al., 2003).

Die HCV IRES kann zur Initiation der Translation ohne die Zuhilfenahme von eukaryotischen
Initationsfaktoren (elFs) die 40S-ribosomale Untereinheit binden, wobei jedoch die
Anwesenheit von elF3 die Bindung verstarken kann.
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Abbildung 1.4: Sequenz und Sekundarstruktur der HCV 5-UTR mit Beginn des viralen ORFs.
Die HCV 5’-UTR besteht aus vier Doméanen (I - 1V). Die HCV IRES schliel3t dabei die Doménen Il — IV
ein sowie einen Teil des viralen ORFs. Das AUG-Startcodon ist schwarz unterlegt. Abbildung
modifiziert nach Honda et al., 1999.

1.2.2 Die HCV 3'-UTR

Die Hepatitis C Virus 3-UTR besteht in der Regel aus ca. 225 Nukleotiden und kann in drei
Bereiche eingeteilt werden (siehe Abbildung 1.4). Am 5-Ende befindet sich eine variable
Region mit zwei Stem-loops, die je nach Genotyp eine Lange zwischen 27 und 70
Nukleotiden besitzt. Darauf folgt ein Poly-U/C-Bereich, dessen Lange ebenfalls stark
zwischen den HCV Isolaten variieren kann (Tanaka et al., 1996). Es konnte gezeigt werden,
dass die Lange dieser Region mit der Replikationseffizienz des Virus in Verbindung steht
(Friebe und Bartenschlager, 2002).

Am 3-Ende der UTR befindet sich die 3’-X-Region. Diese besteht aus insgesamt 98
Nukleotiden, die drei hochkonservierte Stem-loops (SL1 - 3) bilden (Blight und Rice, 1997;
Ito und Lai, 1997). Auch fir diese Region ist eine essentielle Funktion bezuglich der
Replikation des Virus nachgewiesen (Friebe und Bartenschlager, 2002).

Die HCV 3-UTR kann verschiedene Proteine binden, zum Beispiel PTB (Polypyrimidin-
Trakt-Bindeprotein (Ito und Lai, 1997).
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Abbildung 1.5: Sequenz und Sekundarstruktur der HCV 3’-UTR im Anschluss des Polyprotein
ORFs. Die virale 3'-UTR besteht aus einer variablen Region, bestehend aus zwei Stem-loops, einem
Poly-U/C Trakt und der so genannten 3'X Region, die aus den drei Stem-loops SL1 - 3 besteht. Das
Stop-Codon des ORFs im Stem-loop 1 der variablen Region (VSL1) ist farbig unterlegt. Abbildung
modifiziert nach Blight und Rice, 1997.

1.3 Der Infektionszyklus des Hepatitis C Virus

Da HCV ein sehr enges Wirtsspektrum besitzt und nur Menschen und Schimpansen infiziert,
war es lange Zeit schwierig, ohne Tiermodell Studien des Infektionszyklus des Virus
durchzufiihren. Trotz Entwicklung eines Zellkultursystems, in dem Huh7-Zellen die
Replikation subgenomischer HCV-RNAs unterstitzen (Lohmann et al.,, 1999), und der
erfolgreichen Transfektion des JFH-1-Klons mit Sekretion von infektiosem HCV ins Medium
(Kato und Wakita, 2005), sind viele Schritte des Replikationszyklus noch hypothetisch. Eine
vereinfachte schematische Darstellung des HCV Infektionszyklus ist in Abbildung 1.6
dargestellt.

1.3.1 Anheftung und Eintritt in die Wirtszelle

Fur die Bindung und Aufnahme des Virus in die Wirtszelle scheinen mehrere zellulare
Oberflachenproteine verantwortlich zu sein. Das am meisten erforschte Rezeptor-Molekl ist
CD81, das mit einem Molekulargewicht von 25 kDa auf der Oberflache von mehreren
Zelltypen zu finden ist. HCV scheint durch eine Interaktion von CD81 und dem viralen
Protein E2 zu binden (Pileri et al., 1998). Neben CD81 sind allerdings noch mehrere andere
Faktoren auf der Zelloberflache fur die HCV Bindung und Aufnahme verantwortlich, so dass
auch vermutet wird, dass CD81 als Korezeptor fur den Zelleintritt nach der Anheftung wirkt
(Cormier et al., 2004). Neben CD81 wurde auch der Scavenger-Rezeptor Typ | (SR-BI) als
maoglicher Rezeptor fir HCV diskutiert. Es konnte an HepG2 Zellen, die kein CD81
expremieren, gezeigt werden, dass eine Bindung des viralen E2 an SR-BI trotzdem madglich
ist (Scarselli et al., 2002). Antikdrper gegen SR-BI zeigen jedoch nur eine partielle Hemmung
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der Virusbindung, so dass angenommen werden kann, dass SR-Bl nicht der einzige
Rezeptor fir die Bindung des Virus an die Zielzelle ist (Barth et al., 2005). Die Rolle von DC-
SIGN und L-SIGN bei der HCV Bindung ist umstritten. Es konnte gezeigt werden, dass HCV
Pseudopartikel an DC-SIGN und L-SIGN durch E2 binden (Ludwig et al., 2004), in einer
anderen Studie konnte dies jedoch nicht bestatigt werden (Lozach et al., 2004). Neben dem
Low-density Lipoprotein Rezeptor (LDL-R), der fur die Bindung des Virus als wichtiger Faktor
nachgewiesen werden konnte (Agnello et al., 1999; Monazahian et al., 1999), wird auch die
Bedeutung von Heparansulfat-Proteoglykanen diskutiert. Da dieses aber ubiquitar auf allen
Zelloberflachen vorkommt, wird angenommen, dass diese eher fur die initiale Anheftung mit
anschlieRender Weiterleitung des Virus an einen anderen spezifischeren Rezeptor genutzt
werden (Barth et al., 2003). Ebenfalls werden Claudin-1 und Occludin, Bestandteile von tight-
junctions, als Kofaktor fiir die HCV Bindung diskutiert (Evans et al., 2007; Liu et al., 2009).
Allerdings konnte bisher keiner dieser Faktoren fir den Tropismus von HCV fir Hepatozyten
verantwortlich gemacht werden. Als mdgliche Erklarung dafir wird die Abwesenheit eines
Molekils auf der Oberflache von Leberzellen diskutiert (Perreault und Pecheur, 2009).

Nach der Anheftung des Virus an die Zielzelle wird es durch Clathrin-vermittelte Endozytose
aufgenommen (Blanchard et al., 2006). Die Freisetzung des viralen Nukleokapsids erfolgt
dann durch die Fusion der HCV-Hillmembran und der zellularen Membranen. Diese
Verschmelzung der Membranen erfolgt durch eine Konformationsdnderung der viralen
Fusionsprotein bei niedrigem pH-Wert im Endosom (Agnello et al., 1999; Bartosch et al.,
2003b; Hsu et al.,, 2003). Dabei werden sowohl E1 als auch E2 als Fusionsproteine
diskutiert. Durch Sequenzanalysen wurde gezeigt, dass E1 wohl ein Fusionspeptid besitzt
(Flint und McKeating, 2000; Rosa et al., 1996), allerdings zeigt E2 Strukturgemeinsamkeiten
mit anderen Fusionsproteinen (Lescar et al., 2001; Yagnik et al., 2000).

1.3.2 Translation des Polyproteins und Prozessierun g

Nach diesem so genannten ,Uncoating” des Virus, also der Freisetzung des viralen Genoms
ins Zytoplasma, kann die einzelstrdngige RNA direkt translatiert werden. Die Proteinsynthese
des viralen Genoms erfolgt an den Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums
(ER). Die Translationsinitiation wird hierbei durch die HCV IRES cap-unabhangig vermittelt.
Das entstehende Polyprotein, welches in der ER-Membran verankert vorliegt, wird sowohl
durch zellulare Signalasen fur die Spaltung von E1, E2 und Core-Protein als auch mit Hilfe
der viruskodierten Autoproteasen getrennt. Weitere Reifungsschritte der beiden
Oberflachenproteine sind zum Beispiel die N-Glykosylierung und die anschlielRende
Zusammenlagerung zu E1/E2-Heterodimeren (Penin et al., 2004b).

1.3.3 RNA Replikation

Die Replikation der viralen Nukleinsaure erfordert zunachst die Bildung von HCV-
Replikationskomplexen. Die RNA bildet zusammen mit den HCV-Nichtstrukturproteinen und
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mit vom ER abgeleiteten Membranvesikeln einen membran-assoziierten Komplex
(membranous web) (Egger et al., 2002). Dabei spielt unter anderem NS4B eine bedeutende
Rolle, da es die Formation eines ,membranous webs" induzieren kann (Egger et al., 2002;
Gretton et al., 2005), aber auch NS5A und NS5B scheinen bei der Bildung des
Replikationskomplexes von Bedeutung zu sein (Gao et al., 2004; Shi et al., 2003; Tu et al.,
1999).
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Abbildung 1.6: Der Infektionszyklus des Hepatitis C Virus. Nach Bindung und Aufnahme des Virus
in die Wirtszelle (a) findet die Freisetzung des einzelstrangigen (ss) viralen RNA-Genoms ins
Zytoplasma statt (b). Der néachste Schritt ist die Translation und Prozessierung der viralen Proteine am
rauen Endoplasmatischen Retikulum (c). Bei der Replikation im ,Membranous web“ wird die
Positivstrang-RNA zunéchst als Template fur die Negativstrang-Synthese verwendet, bevor dann
durch semikonservative Replikation neue HCV RNA-Genome transkribiert werden (d). Nach dem
Zusammenbau der infektiosen HCV Partikel (e) erfolgt die Ausschleusung Uber den sekretorischen
Weg (f). Abbildung modifiziert nach Moradpour et al., 2007.

Der genaue Mechanismus der HCV Replikation ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Viele
Annahmen zu den Replikationsschritten werden in Analogie zu Erkenntnissen aus anderen
Flavivirus-Studien gezogen. Das Schlisselenzym hierbei ist das virale NS5B, die RNA-
abhangige RNA-Polymerase, die beide Schritte der Replikation katalysiert. Dieses Enzym
kann die RNA-Synthese unter bestimmten Bedingungen de novo, also ohne die Verwendung
eines Primers synthetisieren (Zhong et al., 2000). Die positivstrangige RNA dient im ersten
Schritt der Replikation als Matrize fur die Synthese des Negativ-RNA-Stranges. Durch
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Zusammenlagerung von Positiv- und Negativ-RNA-Strangen entstehen doppelstrangige
replikative RNA-Formen. Im zweiten Schritt erfolgt die Positivstrang Synthese. Diese RNAs
kénnen nun erneut translatiert, repliziert oder in neue Viren verpackt werden (Bartenschlager
et al., 2004).

1.3.4 HCV Zusammenbau und Freisetzung aus der Zelle

Auch der Zusammenbau und die Freisetzung der Viren sind noch nicht vollstandig
verstanden. Man nimmt an, dass die Bildung der Nukleokapside durch eine Interaktion des
Core-Proteins mit dem 5-Ende der Virus-RNA initiiert wird (Shimoike et al., 1999). In
bakteriellen Systemen konnte in Anwesenheit von bestimmten Nukleinsauren eine Selbst-
Zusammenlagerung von rekombinanten Core-Partikeln nachgewiesen werden (Kunkel et al.,
2001). AuRerdem wird dartber spekuliert, ob diese RNA-Core-Interaktion eine Rolle bei der
Umstellung von Virus- Replikation zu Virus-Zusammenbau spielt.

Die Nukleokapside werden nun am ER, in dessen Membran die viralen Oberflachenproteine
eingelagert sind, durch einen Budding-Prozess umbhiillt (Cocquerel et al., 1998; Sato et al.,
1993). Die reifen, infektiossen HCV-Partikel werden nun Uber den konstitutiven sekretorischen
Weg freigesetzt (Roingeard et al., 2004).

1.4 Mechanismus der Translation

Die Proteinbiosynthese in eukaryotischen Zellen kann in drei verschiedene Phasen der
Translation eingeteilt werden: Initiation, Elongation und Termination. Dabei wird die mRNA
von Ribosomen in 5’ zu 3’ -Richtung abgelesen.

Generell ist die Initiation der Translation gekennzeichnet durch die Bindung von 80S-
Ribosomen, die aus einer groRen 60S- und einer kleinen 40S-Untereinheit bestehen, an die
zellulare RNA. Das erste zu translatierende Codon der RNA wird nun mit dem Anticodon der
tRNA (Transfer-RNA), in der Regel eine tRNAM, in Verbindung gebracht. In der
Elongationsphase werden mit Hilfe des Ribosoms und der mit den Aminosauren beladenen
tRNAs der RNA-Sequenz entsprechende Polypeptidketten gebildet. Diese Phase der
Translation dauert im Idealfall bis das Ribosom ein Stop-Codon in der Nukleinsaure erreicht.
Dieses bewirkt ein Entlassen der neu synthetisierten Polypeptidkette und ein Zerfallen der
80S-Ribosomen in seine Untereinheiten, welche dann fur eine neue Translationsrunde
wieder verwendet werden konnen.

Diese einzelnen Schritte der Translation bendétigen neben der mRNA, den Ribosomen und
der beladenen tRNAs zusatzliche Faktoren, die die Reaktion antreiben. Die werden unter
den Namen Initiations- (elFs), Elongations- (eEFs) und Terminationsfaktoren (eRFs)
zusammengefasst.

10
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1.4.1 Cap-abhangige Translationsinitiation bei euka  ryotischen mRNAs

Die Struktur der meisten zellularen eukaryotischen mRNAs wird in der Regel durch das
Vorhandensein einer 5’-Cap-Struktur und einen 3’-Poly(A)-Schwanz bestimmt. Das sich am
5- Ende der RNA befindende Cap-Nukleotid (m’GpppN) ist durch eine 5-5'-
Triphosphatbindung an das erste Nukleotid der RNA gebunden. Diese Cap-Struktur ist unter
anderem wichtig als Schutz der RNA gegen Degradation durch Exonukleasen, fur den
Transport der RNA vom Kern ins Zytoplasma und dient aul3erdem der Translationsinitiation.
Nach der Cap-Struktur folgt eine 5-UTR, die meist eine Lange zwischen 50 und 120
Nukleotiden besitzt (Suzuki et al., 2000), erst danach findet man den offenen Leserahmen fir
das codierte Protein.

Die Translationsinitiation ist bei der Kontrolle der Proteinsynthese der entscheidende Schritt.
Die eukaryotische Translationsinitiation findet an der 5’-Cap-Struktur statt, indem die kleine
ribosomale 40S-Untereinheit daran bindet und entlang der RNA von 5’ in 3’ Richtung scannt,
bis das Start-Codon erreicht ist (Kozak, 1978). Fir den Vorgang der Initiation werden hier
verschiedene elFs bendtigt (siehe Abbildung 1.7). Eine Ubersicht tiber die eukaryotischen
Initiationsfaktoren mit ihren Funktionen ist in Tabelle 2 gezeigt.

Initiationsfaktor UE MG (kDa)  Funktion

elF1 1 12,6 Erkennung d. Start-Codons, Scanning d. Ribosoms
elF1A 1 16,5 Bindung d. Met-tRNA an 40S-UE, unterstiitzt Scanning
elF2 3 126 GTP-abhéangige Bindung der Met-tRNA an 40S-UE, GTPase
elF2B 5 261 Austausch des Guanosin-Nukleotids an elF2

elF3 13 ~700 Bindung d. mRNA und Met-tRNA an 40S-UE

elF4A 1 44 RNA-abhéngige ATPase; RNA-Helikase

elF4B 1 70 verstarkt RNA-Helikase-Aktivitat von elF4A

elFAE 1 26 Bindung der m7GpppN-Struktur

elF4AG 1 154 Bindung von mRNA, PABP, elF4E, elF4A, elF3

elF4F 3 223 Heterotrimer aus elF4E/4G/4A, Bindung der Cap-Struktur
elF4H 1 27 Kofaktor von elF4A

elF5 1 49 Stimuliert GTPase-Aktivitat von elF2

elF5B 1 139 Zusammenfiigen der ribosomalen UE, GTPase

Tabelle 2: Ubersicht der eukaryotischen Initiations  faktoren. Aufgezeigt werden die Anzahl der
Untereinheiten (UE), das Molekulargewicht (MG) und die Funktion des jeweiligen Faktors. Tabelle
modifiziert aus Hellen und Sarnow, 2001.
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Abbildung 1.7: Schematische Ubersicht der Translati onsinitiation bei eukaryotischen
gecappten mMRNAs. Dargestellt ist die Beteiligung der verschiedenen eukaryotischen
Initiationsfaktoren (elFs) an der Translationsinitiation der gecappten und polyadenylierten mRNA.
Abbildung modifiziert aus Sonenberg und Hinnebusch, 2007.

Der Faktor elF2 bildet zusammen mit GTP-tRNA® den so genannten terndren Komplex, der
an die 40S-Untereinheit des Ribosom gebunden wird. Die Bildung des so entstandenen 43S-
Préainitiationskomplexes wird durch den Faktor elF5 unterstutzt (Das et al., 2001). Es findet
eine zusatzliche Bindung von elF3, elF1 und elFla an diesem Komplex statt, die hier eine
zusatzliche Stabilisierung bewirken und zum Teil wichtig sind fur die Erkennung des Start-
Codons (Chaudhuri et al., 1999; Majumdar et al., 2003; Pestova et al., 1998). Auch die Cap-
Struktur kann Initiationsfaktoren binden. Es findet eine Interaktion des Cap mit elF4E statt,
ein Teil des elF4F-Komplexes (Sonenberg et al., 1979). Weitere Teile dieses Komplexes
sind aufRerdem elF4G, welches mit dem cap-bindenden elF4E und elF4A interagiert (Prevot
et al., 2003). elF4A besitzt eine Helikase-Aktivitat, welche eventuell vorhanden
Sekundarstrukturen in der zu translatierenden RNA beseitigt (Pause und Sonenberg, 1992).
Der Faktor elF4B kann als Verstarker dieser Helikase-Aktivitat von elF4A dienen (Altmann et
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al.,, 1993). Die Bindung 43S-Prainititiationskomplexes erfolgt letztendlich Uber eine
Interaktion von elF3 mit elF4G und elF4B. Dieser Komplex scannt nun entlang der RNA, bis
dieser das initiale Start-Codon erreicht. Jedoch ist nicht ausschlie3lich dieses einzelne
Codon, sondern auch einige flankierende Nukleotide fiir die korrekte Auswahl des Initiator-
Codons notwendig. Diese Sequenz wird auch ,Kozak-Sequenz" genannt (Kozak, 1986). Bei
diesem Prozess der Codon-Auswahl spielen elF1 und elFla eine bedeutende Rolle (Pestova
und Kolupaeva, 2002). Durch elF5 kommt es dann zur Hydrolyse des an elF2 gebunden
GTPs und dessen Entlassung zusammen mit elF2 aus dem Initiationskomplex. Die
Dissoziation von weiteren gebunden Initiationsfaktoren im diesem Komplex wird durch elF5B
ermdglicht (Pestova et al., 2000). Dieser Schritt letztendlich bewirkt, dass die groRe 60S-
Untereinheit der Ribosomen daran binden und die Elongationsphase der Proteinbiosynthese
beginnen kann.

Eine zusatzliche Stimulation dieses Vorgangs der Initiation wird durch die Interaktion eines
Poly(A)-bindenden Proteins (PABP) am polyadenylierten 3-Ende der RNA mit dem
Initiationsfaktor elF4G, welches sich am 5-Ende der RNA befindet (Gallie 1991; Otero et al.,
1999; Tarun et al.,, 1996). Hierbei kommt es durch die 5-3-Interaktion zu einer
Zirkularisierung der mRNA (Wells et al., 1998).

1.4.2 Interne Translationsinitiation bei IRES-Eleme nten

Ein cap-unabhangiger Mechanismus der Translationsinitiation wurde durch Studien an
Poliovirus (PV) und dem Encephalomyokarditis Virus (EMCV) entdeckt (Pelletier et al., 1988;
Jang et al., 1988). Schon friih konnte gezeigt werden, dass die virale RNA keine 5-Cap-
Struktur besitzt (Nomoto et al., 1976), sondern eine recht lange und hoch strukturierte 5'-
UTR besitzt (Pilipenko et al., 1989). Studien an PV zeigten zunachst, dass hier eine cap-
unabhangige interne Translationsinitiation vorliegt, der ein anderer Mechanismus zu Grunde
liegt (Pelletier und Sonenberg, 1988d). Diese interne Stelle der Translationsinitiation
downstream des 5’-Endes der RNA wird interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) genannt. In
Folge wurden auch bei vielen weiteren Viren IRES-Elemente gefunden, wie fir das
Encephalomyokarditis Virus (EMCV) (Jang et al., 1988) oder das Maul-und-Klauenseuche
Virus (FMDV) (Kiihn et al., 1990). Eine Ubersicht der IRES-Elemente in viralen Genomen ist
in Tabelle 3 gegeben. Nach dieser Entdeckung bei Viren wurden neben diesen viralen IRES-
Elementen auch in einigen zellularen mRNA interne Ribosomeneintrittsstellen gefunden, wie
fur das La-Autoantigen (Carter und Sarnow, 2000) oder der Fibroblasten Wachstumsfaktor 2
(FGF2) (Vagner et al., 1995). Allerdings wird die Existenz von zellularen IRES-Elementen
von einigen Wissenschaftlern angezweifelt (Shatsky et al., 2010).
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Virus Referenz

Poliovirus (PV) Pelletier und Sonenberg, 1988
Rhinovirus (RV) Borman und Jackson, 1992
Encephalomyokarditis Virus (EMCV) Jang et al, 1988
Maul-und-Klauenseuche Virus (FMDV) Kihn et al, 1990

Hepatitis C Virus (HCV) Tsukiyama-Kohara et al., 1992
Klassisches Schweinefieber Virus (CSFV) Rijnbrand et al., 1997

Bovines Virusdiarrhoe Virus (BVDV) Poole et al., 1995

Murines Leukamievirus gag mRNA (MLV) Berlioz und Darlix, 1995; Vagner et al., 1995b
Rous-Sarkom-Virus (RSV) Deffaud und Darlix, 2000
Humanes Inundefizienz Virus env mRNA (HIV)  Buck et al, 2001

Plautia stali Darmvirus (PSIV) Sasaki und Nakashima, 1999
Rhopalosiphum padi Virus (RhPV) Domier et al., 2000

Cricket Paralyse Virus (CrPV) Wilson et al., 2000b
Kaposi-Sarkom assoziiertes Herpesvirus Grundhoff und Ganem, 2001

Bieleski und Talbot, 2001

Tabelle 3: Ubersicht einer Auswahl von viralen Geno  men, welche IRES-Elemente besitzen, mit
dazugehdrigen Referenzen. Tabelle modifiziert aus Hellen und Sarnow, 2001.

Generell ist die interne Translationsinitiation eine Mdglichkeit, den Mechanismus der cap-
abhangigen Bindung der Ribosomen zu umgehen. Wie genau dieses geschieht und welche
zusatzlichen Faktoren wie elFs oder ITAFs (IRES-Trans-Acting-Factors) dafir gebraucht
werden, ist allerdings von der jeweiligen IRES abhéngig und kann zwischen den IRES-
Elementen sehr divergieren.

1.4.2.1 Einteilung und Struktur von viralen IRES-EI ementen

Die bekannten viralen IRES-Elemente unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Sequenz,
Sekundarstruktur und ihrem genauen Mechanismus und Bedingungen der Rekrutierung der
Ribosomen an den Startpunkt der Translation zum Teil erheblich.

Die IRES-Elemente der Picornaviren kbnnen grundsatzlich in 4 Untergruppen eingeteilt
werden (siehe Abbildung 1.8). Die IRES des Typ | wird den Enteroviren, zum Beispiel
Poliovirus, zugeordnet. Diese sowie die Typ Il IRES, zu denen die Cardio- bzw. Aphthoviren
mit EMCV oder FMDV als Prototypen gehdren, ebenso wie die Typ Il IRES-Elemente der
Hepatoviren, denen das Hepatitis A Virus zugeordnet wird, unterscheiden sich deutlich von
der IRES des Typ IV.
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der IRES-EI  emente der Picornaviren im Vergleich zu
HCV- und CrPV-IRES. In den Abbildungen A - C sind die Domanen fur die Bindung der
Initiationsfaktoren mit gestrichelten Linien gekennzeichnet. Die typische ,four-way-junction® ist mit (*)
angegeben. Py= Polypyrimidin-Trakt. Abbildung aus Niepmann 2009.

1.4.2.2 Funktionsweise der verschiedenen IRES-Eleme nte

1.4.2.2.1 Anforderung der IRES-Elemente an eukaryot ische Initiationsfaktoren

(elFs)
Die IRES-Typen | - lll (siehe Abbildung 1.8) der Picornaviren enthalten alle gemeinsam
typische Elemente wie einen Polypyrimidin-Trakt stromaufwarts des Start-Codons oder eine
Lfour-way-junction”. Die in der Abbildung 1.8 gestrichelten Doméanen zeigen die Bindestelle
fur elF4G. Die Translation wird in diesen Fallen wie FMDV oder EMCV durch eine Interaktion
der IRES mit elF4G initiiert (Lopez de Quinto und Martinez-Salas, 2000; Saleh et al., 2001)
(siehe Abbildung 1.9). Hier findet die Bindung von elF4G im Gegensatz zur cap-abhéngigen
Translation unabhéngig von elF4E und durch andere Domdanen des Proteins statt
(Kolupaeva et al., 2003). Der Faktor elF4G wird durch elF4A und dessen Kofaktor elF4B
gebunden (Meyer et al., 1995; Ochs et al., 2002), und es konnte gezeigt werden, dass diese
Interaktion mit elF4G die Translation simuliert (Lomakin et al., 2000). Durch die Interaktion
der IRES mit elF4G wird die Bindung von elF3 und dem terndren Komplex an die IRES
vermittelt (Lamphear et al., 1995). Durch diese Unabhéangigkeit der Translationsinitiation von
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elF4E kann durch verschiedene virale Mechanismen die zellulare cap-abhangige
Translationsinitiation heruntergefahren werden. Dies kann wie im Fall des Poliovirus durch
das Abspalten der elF4E-Bindedoméne von elF4G durch die virale Protease 2A geschehen
(Etchison et al., 1982) oder wie bei EMCV durch die Dephosphorylierung eines Inhibitors von
elF4E, elF4E-BP1 (Gingras et al.,, 1996). Diese Strategien beeinflussen somit nur die
zellulare Translation negativ, wohingegen die eigene virale Translation dadurch nicht
inhibiert wird. Eine Ausnahme unter den typischen Picornavirus IRES-Elementen bildet
hierbei das Hepatitis A Virus (HAV), welches nur die ungespaltene Form von elF4G in
Verbindung mit elF4E fir die Initiation der Translation nutzen kann (Borman und Kean, 1997;
Ali et al., 2001). Dieses nicht-lytische Virus reguliert somit die Translation der Wirtszelle nicht
komplett runter und eine Infektion verlauft somit eher langsam und weniger zerstdrerisch
(Niepmann, 2009). Die ribosomale Untereinheit wird nun zu dem so genannten Startfenster
in der RNA gefiuhrt, und die Translation beginnt je nach IRES direkt oder nach einem
Scanning-Prozess am nachsten Start-Codon (Pilipenko et al., 1994; Belsham, 1992; Péyry et
al.,, 2001). Interessanterweise wurden in dicistronischen RNA-Konstrukten auch die
stimulierende Wirkung einer IRES auf upstream gelegene Gene nachgewiesen, so dass
angenommen werden kann, dass Initiationsfaktoren und evtl. auch Ribosomen von der IRES
nicht nur in 3'- sondern auch in 5’- Richtung transferiert werden kénnen (Jinemann et al.,
2007).

GTP tRNA
5

CEEN

]
'
)
’
.
1
]

Rres JU, Cag )

I ——— i,

5 M— 5
——

Picomavirus 5-UTR
translation
Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Transla tionsinitiation an klassischen

Picornavirus IRES-Elementen. Gezeigt ist eine Typ Il IRES und die Beteiligung der notwendigen
elFs bei der Initiation der Translation unabhéngig vom Faktor elF4E. Abbildung aus Niepmann 2009.

Die HCV IRES (siehe Abbildung 1.8 E) hingegen unterscheidet sich von diesen klassischen
Picornavirus IRES-Elementen sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer Funktionsweise der
Translationsinitiation. Die IRES ist Bestandteil der HCV 5-UTR (vgl. Abbildung 1.4), umfasst
die Stem-loops Il - IV und ragt in einen Teil des core-kodierenden Bereichs hinein
(Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Die Doménen | und Il der HCV 5-UTR sind wichtig fur die
Replikation der viralen RNA (Friebe et al., 2001; Luo et al, 2003). Auch in der HCV IRES
findet man eine typische ,four-way-junction® an den Stem-loops llle und IlIf und einen
Pseudoknoten. Es konnte in Studien nachgewiesen werden, dass dieser Bereich 40S
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ribosomale Untereinheiten direkt binden kann und das AUG Start-Codon direkt in der P-Site
des Ribosoms platziert wird. Anders als bei den klassischen Picornaviren kann HCV also die
Translation initieren, ohne dass elFs oder andere Faktoren dafiir gebraucht werden
(Pestova et al., 1998; Spahn et al., 2001; Kieft et al., 2001). Die Translation von HCV kann
sogar unter bestimmten Bedingungen wie Stress, welche zu einer Phosphorylierung und
damit Deaktivierung von elF2 fihrt, unabhéangig von diesem Faktor und dem ternaren
Komplex initiiert werden (Terenin et al., 2008; Robert et al., 2006). Die HCV IRES st
allerdings in der Lage, elF3 durch ihren Stem-loop Il zu binden, was die Interaktion der
kleinen ribosomalen Untereinheit mit der IRES verstarken und somit zur
Translationsstimulation durch Stabilisierung der 48S-Komplexe fiihren kann (Sizova et al.,
1998; Buratti et al., 1998). Die 40S-ribosomale Untereinheit bindet die HCV IRES aul3erdem
zusatzlich Gber die Doméne llld und einen Teil der Doméane 1l (Babaylova et al., 2009).
AulBerdem konnte in Studien eine Konformationsanderung der ribosomalen Untereinheit
durch die Bindung an die IRES nachgewiesen werden (Spahn et al., 2001). Diese Tatsache
fuhrte auRerdem zur Vermutung, dass diese Konformationsénderung der 40S Untereinheit
die Bildung von 48S-Komplexen unabhangig von elF2 bewirkt (Hellen, 2009).

Die IRES des Porcinen Teschovirus (PTV) (siehe Abbildung 1.8 D) hat eher Ahnlichkeit mit
der HCV IRES als mit den IRES-Elementen der klassischen Picornaviren (Pisarev et al.,
2004), obwohl PTV aufgrund seiner Sequenz und Genomstruktur den Picornaviren
zugeordnet wird. Es finden sich auch hier die flr die Translation wichtigen typischen
Elemente der HCV IRES, wie der Pseudoknoten und eine hohe Ubereinstimmung in der
Sequenz in wichtigen Domanen fur die Bindung der Ribosomen an die IRES wie die Stem-
Loops llld und llle (Hellen und De Breyne, 2007; Easton et al., 2009). Auch in ihren
Anforderungen an Faktoren fir die Initiation der Translation weist die PTV IRES hohe
Ahnlichkeiten zur HCV IRES auf (Chard et al., 2006). Innerhalb der Picornaviren wurde
neben PTV jedoch auch noch andere Viren, die eine solche HCV-ahnliche IRES besitzen
gefunden, wie z.B. das Simian Picornavirus Typ 9 (SP9) (Hellen und de Breyne, 2007). Auch
innerhalb der Flaviviren zeigen neben HCV mehrere Viren einen solchen IRES-Typ, wie z.B.
das klassische Schweinefieber Virus (CSFV). Dieses Auftreten eines sehr ahnlichen IRES-
Elements bezuglich Sequenz, Struktur und Funktionsweise wird durch einen rekombinanten
Austausch von IRES-Elementen zwischen Virusfamilien wéhrend der Evolution erklart
(Hellen und de Breyne, 2007). In welche Richtung dieser Austausch stattgefunden hat, ist
nicht weiter untersucht. Da jedoch alle Picornaviren im Gegensatz zu den Flaviviren eine
IRES besitzen, wird vermutet, dass die letzteren die IRES wahrend ihrer evolutiondren
Entwicklung von den Picornaviren erhalten haben (Belsham, 2009).

Obwohl die HCV IRES ihre Anforderungen an Initiationsfaktoren zur Translationsinitiation
schon recht stark minimiert hat, existiert eine IRES, die ganz ohne die Verwendung von elFs
und Initiator-Met-tRNA 80S-Ribosomen zur Translation binden kann. Dabei handelt es sich
um die IRES des Cricket Paralyse Virus (CrPV), welches Insekten beféllt und den
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Dicistroviren zugeordnet wird (siehe Abbildung 1.8 F) (Jan und Sarnow, 2002; Sasaki und
Nakashima 2000). Durch die Nutzung eines alternativen Start-Codons, Alanin statt
Ublicherweise Methionin, in der A-Site des Ribosoms, ist eine methionin-unabhangige
Translationsinitiation moglich (Wilson et al.,, 2000). Die generelle Struktur dieser
intergenischen IRES kann in drei Doménen eingeteilt werden, die alle einen Pseudoknoten
enthalten (Kanamori und Nakashima, 2001). Aul3erdem zeigt die CrPV IRES eine Struktur,
die eine tRNA imitiert und somit die Initiation der Translation ermgglicht (Costantino et al.,
2008).

1.4.2.2.2 Anforderung der IRES-Elemente an IRES-tra ns-acting factors (ITAFS)

Neben der Verfugbarkeit von elFs bendétigen die verschiedenen IRES-Elemente oftmals
weitere zellulare Faktoren, um die Translation optimal zu initiieren. Dabei handelt es sich um
so genannte ITAFs (IRES-trans-acting factors), die ebenso wie die elFs individuell fur jeden
IRES-Typ genutzt werden (Pacheco et al., 2008). Diese zellularen Faktoren sind
normalerweise nicht am cap-abhéangigen Translationsprozess, sondern an anderen
Funktionen im RNA Metabolismus der Zelle beteiligt. Erst bei der IRES-abhéngigen
Translation spielen sie auch in diesem Bereich eine Rolle. Dabei kénnen sie sowohl eine
stimulatorische als auch eine inhibitorische Rolle bei der IRES Translation spielen, was je
nach IRES-Element und ITAF sehr unterschiedlich sein kann (zusammengefasst in
Niepmann 2009). Viele ITAFs besitzen zahlreiche Bindedoméanen und kénnen somit mehrere
Interaktionen mit der jeweiligen IRES eingehen. Dies wurde z.B. fur die Bindung von PTB
(Polypyrimidin-Trakt-Bindeprotein) an die FMDV IRES gezeigt (Song et al., 2005). PTB wirkt
hier als RNA-Chaperon, welches durch seine Bindung die Sekundar- und Tertiarstruktur der
IRES stabilisiert (Belsham und Sonenberg, 2000; Pilipenko et al., 2000). Die verschiedenen
IRES-Elemente der Picornaviren werden ebenso vielfaltig durch die Interaktion mit ITAFs
beeinflusst. Die in dieser Hinsicht sehr gut untersuchte Typ | IRES des Poliovirus (PV) wird
mindestens durch 6 weitere Proteine in ihrer Translationsfahigkeit beeinflusst. Dazu gehéren
Unr (upstream of n-ras), PTB, La-Autoantigen, PCBP2, SRp20 und DRBP76. Eine genaue
Ubersicht der ITAFs an den jeweiligen IRES-Elementen und ihre Wirkung ist in Tabelle 4
gezeigt.

Obwohl die HCV IRES die kleine ribosomale Untereinheit ohne elFS oder andere Faktoren
binden kann, werden ITAFs beschrieben, welche an der HCV Translationsinitiation und
deren Regulierung beteiligt sind. Dies konnte z.B. fur das humane La Autoantigen gezeigt
werden, welches die HCV IRES am Stem-loop IV um das Start-Codon bindet (Ali und
Siddiqui, 1997; Ali et al., 2000). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass ebenso wie
bei PV auch bei HCV La fir eine optimale Translationsinitiation gebraucht wird (Costa-
Mattioli, 2004).

Die Wirkung von PTB, einem zellularen pr&-mRNA Splei3-Faktor (Patton et al., 1991), auf
die HCV IRES-abhéngige Translation konnte noch nicht klar gezeigt werden. In einigen
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Studien konnte eine Bindung und stimulierende Wirkung des Proteins an der HCV IRES
nachgewiesen werden (Ali und Siddiqui, 1995; Gosert et al., 2000), wohingegen andere
Studien keinen Einfluss von PTB zeigen konnten (Kaminski et al., 1995; Brocard et al.,
2007). Im Gegensatz dazu zeigen andere Versuchsreihen sogar eine mégliche inhibitorische
Wirkung von PTB auf die HCV IRES Translation (Tischendorf et al., 2004). Auch eine
mdgliche Rolle von PTB bei der HCV-5'-3'-UTR-Interaktion wird dabei diskutiert (Ali und
Siddiqui, 1995; Ito und Lai 1999).

Das heterogene nukleare Ribonukleoprotein L (hnRNP L) ist ein weiterer zellularer Faktor,
fur den durch die Bindung der HCV IRES eine stimulierende Wirkung nachgewiesen werden
konnte (Hahm et al.,, 1998; Hwang et al.,, 2009). Die Bindung von hnRNP L findet in
raumlicher Nahe der Bindung des La-Proteins an der HCV IRES statt, in der 5'-Region des
core-kodierenden Bereichs. Daher wird auch eine Interaktion dieser beiden ITAFs
miteinander vermutet, und auch eine Interaktion zwischen hnRNP und PTB konnte
nachgewiesen werden (Hahm et al., 1998).

Fur das Poly(rC)-Bindeprotein (PCBP), welches in den zwei Isoformen PCBP1 und PCBP2
vorliegt, konnte bisher eine intrazellulare Interaktion mit der HCV 5-UTR nachgewiesen
werden (Spangberg und Schwartz, 1999). Ob diese Bindung von PCBP auch bei HCV eine
Wirkung auf die Translation hat, wird bisher nur vermutet, konnte aber noch nicht
experimentell nachgewiesen werden.

Weitere Faktoren, fur die eine Bindung an die HCV IRES und eine translationsstimulierende
Wirkung nachgewiesen werden konnte, sind z.B. NSAP1 (NSl-assoziiertes Protein 1),
welches ebenfalls in der core-kodierenden Region bindet (Kim et al., 2004), oder hnRNP D,
welches an den Stem-loop Il der HCV IRES bindet und ebenfalls die Translation der viralen
RNA verstéarkt (Paek et al., 2008). Auch hier konnte eine zuséatzliche Interaktion von hnRNP
D mit hnRNP L gezeigt werden (Park et al., 2007).

Neben diesen hier beschriebenen ITAFs konnten jedoch auch noch viele weitere Proteine,
die eine Interaktion mit der HCV IRES eingehen, nachgewiesen werden, z.B. Nucleolin
(lzumi et al., 2001). Es konnten durch Methoden wie Shotgun-Peptid-Sequenzierung eine
Vielzahl an Proteinen, die an die HCV IRES binden, identifiziert werden, jedoch ihre Funktion
ist haufig noch ungeklart (Lu et al., 2004).

Man kann jedoch vermuten, dass ITAFs eine wichtige Rolle bei der Regulierung der IRES-
abhangigen Translation durch sowohl stimulatorische als auch inhibitorische
Wirkungsweisen spielen. Da diese Proteine auch oftmals untereinander interagieren
konnten, scheint es bei der Bindung an die IRES-Elemente zu einer netzartigen Interaktion
zu kommen. Da die verschiedenen IRES-Elemente auch unterschiedliche Anforderungen an
ITAFs besitzen, wird ebenso diskutiert, ob diese Faktoren auch ein weiterer Schlissel fiir die
Zelltypspezifitat von Virusinfektionen sein kénnen. Dies wurde z.B. bei der Interaktion von
DRBP76 mit der HRV (Humanes Rhinovirus) IRES (Merrill et al., 2006) oder bei der Bindung
einer neuronalen Form von PTB (nPTB) an die Poliovirus IRES diskutiert. Dies ist jedoch in
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den meisten Fallen nur eine Vermutung und konnte aufer im Fall der stimulierenden

Interaktion von FMDV mit dem zellzyklusabhangigen Protein Ebpl (Pilipenko et al., 2000)

noch nicht klar gezeigt werden. Oftmals kdnnen neben den ITAFs eben auch andere

Faktoren, die an einer Virusinfektion der Zelle beteiligt sind, daftir verantwortlich gemacht

werden (Niepmann 2009).

ITAFs Effekt auf Translation Ziel-IRES

PTB Stimulation FMDV, EMCV, TMEV, PV, HRV, HAV, HCV
DRBP76:NF45 Repression HRV, HCV

Ebpl/ PA2G4/ ITAF,s Stimulation FMDV, EMCV*

Unr Stimulation PV, HRV, HCV
HSC70 FMDV, HCV

SRp20 Stimulation PV

PCBP2 Stimulation PV, HRV, HAV, CVB3, FMDV*, EMCV*, HCV
Gemin5 Runterregulierung FMDV, HCV

hnRNP U FMDV

hnRNP K FMDV

DAZ1 FMDV

G3BP FMDV

Gpiapl FMDV, HCV

Nucleolin Stimulation PV, HRV, FMDV, HCV
FBP2 Repression EV71

elF2C/Ago FMDV

DHX9 HRV, FMDV, HCV
DDX1 FMDV

RACK1 HCV

IGF2BP1 Stimulation HCV

La Stimulation PV, EMCV, HAV"
NSAP1/ hnRNP Q Stimulation HCV

hnRNP L Stimulation HCV

hnRNP D Stimulation HCV

hnRNP A/B EV71, HCV

GAPDH Repression HAV

YB-BP1 HCV

Tabelle 4: Ubersicht der ITAFs und ihre Wirkung an

den unterschiedlichen IRES-Elementen.

FMDV = Maul-und-Klauenseuche Virus; EMCV = Encephalomyokarditis Virus; TMEV = Theilers
Murines Encephalomyokarditis Virus; PV = Poliovirus; HRV = Humanes Rhinovirus; HAV = Hepatitis A
Virus; HCV = Hepatitis C Virus; CVB3 = Coxsackie Virus B3; EV71 = Enterovirus 71; (*) = kein Effekt;
(*) = Suppression. Tabelle modifiziert aus Pacheco und Martinez-Salaz, 2010.
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1.5 Polyadenylierung von RNAs am 3’-Ende

1.5.1 Polyadenylierung zellularer mRNAs

Obwohl bei weitem nicht alle RNAs polyadenyliert werden, wie beispielsweise Histon-
MRNAs (zusammengefasst in Marzluff et al., 2008), erfolgt die Polyadenylierung der
Mehrheit zellularer RNAs an ihrem 3-Ende in einem ko- bzw. posttranskriptionellen
Reifungsschritt. Die Reifung zellularer Pra&-mRNA beinhaltet neben der Polyadenylierung
auch das Capping am 5-Ende sowie das Splicing der RNA, um intronische Sequenzen zu
entfernen. Der Schritt der Polyadenylierung beeinflusst dabei nicht nur die Termination der
Transkription, sondern auch den Transport der RNA aus dem Zellkern (Huang et al., 1996),
wobei in einigen Studien auch eine Polyadenylierung von RNAs im Zytoplasma gefunden
wurde (Bilger et al., 1994; Barnard et al., 2004). Dieser Poly(A)-Anhang zusammen mit dem
Poly(A)-bindenden Protein (PABP) stimuliert auferdem die Translation und die mRNA
Stabilitat (Ford et al., 1997; Preiss und Hentze, 1998; Sachs et al., 1997). Eine fehlerhafte
Polyadenylierung von zellularen RNAs wird in der Literatur oft in Verbindung mit Defekten in
Zellviabilitat und Entwicklungsstérungen gebracht (Zhao et al., 1999). Bei Menschen wird
dadurch beispielsweise die Krankheit der Thalasséamie, einem Defekt des Hamoglobins,
ausgelost (Higgs et al., 1983; Orkin et al., 1985).

Der Prozess der 3’ Polyadenylierung besteht dabei aus mehreren Schritten, an denen eine
Vielzahl von Proteinen beteiligt sind (siehe Abbildung 1.10). Fur Saugerzellen sind bisher
uber 14 Proteine identifiziert, die an diesem zunachst einfach anmutenden Schritt der
Spaltung und Polyadenylierung von Pra-mRNAs beteiligt sind (Mandel et al., 2008).
Zunachst beinhaltet die RNA nach der Transkription eine Polyadenylierungs-Signalsequenz,
ein  AAUAAA, 10-30 Nukleotide stromaufwarts der spateren Spaltungs- und
Polyadenylierungsstelle (Proudfoot und Brownlee, 1976; Proudfoot, 1991; Wahle und Kuhn,
1997). Ein zweiter, jedoch nicht so hoch konservierter Bereich ist eine G/U-reiche Sequenz,
die sich 20-40 Nukleotide stromabwarts der Spaltungsstelle befindet. Diese beiden
Sequenzen und ihr relativer Abstand zueinander sind wichtige Determinanten fir exakte
Stelle der RNA-Spaltung und Polyadenylierung (MacDonald et al., 1994; Chen et al, 1995).
Neben diesen beiden wichtigen Sequenzbereichen wurde zum Teil zusatzlich Hilfselemente
in den Sequenzen gefunden, die den Spaltungs -und Polyadenylierungsprozess stimulieren
konnen (Mandel et al., 2008).

Die zahlreichen Proteine, die zum Polyadenylierungs-Komplex gehoren, bestehen zum Teil
aus mehreren Untereinheiten, so dass ein groRer Komplex von verschiedenen Faktoren fir
diesen Prozess notwendig ist. Einer der bedeutendsten Faktoren ist der so genannte
.cleavage/polyadenylation specifity factor® (CPSF). Dieses Protein erkennt das
Polyadenylierungssignal in der neu synthetisierten RNA, bindet die RNA allerdings nur sehr
schwach (Takagaki, 1988; Keller et al.,, 1991). Diese Bindung wird durch einen zweiten
Faktor, dem ,cleavage stimulation factor” (CstF) durch eine kooperative Bindung an die
downstream gelegene Signalsequenz verstarkt (Gilmartin und Nevins, 1989; MacDonald et
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al., 1994, Wilusz et al., 1990). Dieser Komplex ist nun in der Lage, weitere Faktoren an diese
Stelle der RNA zu rekrutieren. CPSF interagiert neben CstF auch mit der Poly(A)-
Polymerase (PAP), durch deren enzymatische Aktivitdt die Poly(A)-Synthese aus ATP
stattfinden kann (Colgan und Manley, 1997; Wahle und Kuhn 1997). Hierbei wird auch
diskutiert, dass die groRte Untereinheit von CPSF die Aktivitat der PAP inhibieren kann, so
dass dieser Faktor nicht nur an der Poly(A)-Synthese, sondern auch an dessen Termination
beteiligt ist (Murthy und Manley, 1995; Wahle, 1995). AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass CPSF eine Schlisselrolle in der Verbindung von Transkription und Polyadenylierung
spielt. CPSF interagiert mit dem Transkriptionsfaktor TFIID und wird dadurch zu dem RNA
Polymerase Il Préa-Initiationskomplex rekrutiert. CPSF wird nun auf die elongierende
Polymerase 1l (bertragen und verbleibt mit dieser in einem Komplex, bis das
Polyadenylierungssignal erreicht wird (McCracken et al., 1997; Dantonel et al., 1997).

Neben CPSF und CstF spielen zwei weitere Faktoren mit mehreren Untereinheiten in diesem
Prozess eine bedeutende Rolle. Dabei handelt es sich um die Cleavage Faktoren | und Il
(CF 1, und CF ll,). Diese sind nur fUr die Spaltung der Pra-mRNA und nicht fur die
Polyadenylierungsreaktion direkt zustandig (Takagaki et al., 1989). Fur CF I, konnte
nachgewiesen werden, dass es RNAs mit einem Polyadenylierungssignal bindet und dass es
zur Stabilisierung von CPSF-RNA Komplexen beitragt (Ruegsegger et al., 1996).

Der am besten untersuchte Faktor des Komplexes ist die Poly(A)Polymerase. In Zellen
kommt diese in unterschiedlich gespleifdten Varianten vor (Raabe et al., 1991; Wabhle et al,
1991). Die langsten Formen PAP | und PAP Il sind enzymatisch aktiv, wobei auch einige
inaktive Formen der PAP nachgewiesen werden konnten (Raabe et al., 1991; Zhao und
Manley, 1996). Allerdings zeigt die PAP ohne weitere Faktoren unter physiologischen
Bedingungen nur eine schwache Enzymaktivitat (Wahle und Keller, 1992). Durch ihre
Interaktion mit CPSF wird die PAP in den Spaltungs- und Polyadenylierungskomplex
rekrutiert und katalysiert hier spezifisch die Synthese des Poly(A)-Anhangs aus ATP.

In vivo wird eine ungefahre Poly(A)-Lange von ca. 250 Nukleotiden in neu synthetisierten
RNAs erreicht. Um eine solche Langenrestriktion und auch gleichzeitig einen Schutz gegen
zellulare Nukleasen zu erreichen, wird ein Poly(A)-Bindeprotein (PABII) eingesetzt. Dieses
Protein bindet mit einer hohen Affinitdt an Poly(A)-Sequenzen (Wahle et al., 1993). Schon
sobald nur 8-20 As angehangt wurden, binden mehrere PABPs gleichzeitig an den Poly(A)-
Schwanz (Herold et al., 2001; Patel et al., 2005). Dabei bildet PABP auch einen Komplex mit
CPSF und PAP, was eine zusatzliche Stabilisierung der PAP an der RNA bewirkt und somit
Zu einer erhdhten Prozessivitat dieses Enzyms fihrt (Bienroth et al., 1993). Die Limitierung
der Poly(A)-Ld&nge kommt dann nach ca. 250 Nukleotiden durch einen Abbruch der
Interaktion von PABII, CPSF, PAP und der RNA zu Stande, so dass die PAP vom RNA
Substrat dissoziiert (Wahle, 1995).
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Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Polyad  enylierungsreaktion am 3’-Ende neu
synthetisierter RNAs in eukaryotischen Zellen. Der Cleavage/Polyadenylation Faktor (CPSF)
bindet an das Poly(A)-Signal, der Cleavage stimulation Faktor (CstF) an die G/U-reiche Region. Eine
Interaktion dieser beiden Faktoren fiihrt zu einer Zirkularisierung der RNA, Cleavage Faktoren | und Il
stabilisieren den Komplex. Die Poly(A)-Polymerase (PAP) stimuliert die Trennung der RNA, und die
gebundenen Faktoren bis auf CPSF und die PAP dissoziieren. Eine zunachst langsame
Polyadenylierung der RNA durch die PAP findet solange statt, bis PABII Molekile den Poly(A)-
Anhang binden. Die dann folgende schnellere Reaktion der Polyadenylierung wird nach ca. 250
Nukleotiden gestoppt. Abbildung aus Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al., Molecular Cell Biology, 4th
Edition, 2000.

Neben den oben aufgefuhrten Faktoren, die an diesem Prozess beteiligt sind, gibt es eine
Reihe zusatzlich an diesem Komplex bindende Proteine. Dazu gehdrt beispielsweise
Symplekin, welches zur Komplexstabilisierung beitragt. Auf3erdem ist zu bemerken, dass
andere Organismen, wie zum Beispiel Hefe, einen leicht abweichenden Mechanismus und
beteiligte Faktoren entwickelt haben (zusammengefasst in Mandel et al., 2008).
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Neben den Funktionen des im Zellkern synthetisierten Poly(A)-Anhangs als RNA-Stabilisator
gegen Exonukleasen konnte jedoch auch gezeigt werden, dass eine Polyadenylierung einer
RNA das Gegenteil, ndmlich eine Degradation bewirken kann. Auch ein ,gewdhnlicher®
Poly(A)-Anhang von ca. 250 Nukleotiden wird nach dem Export aus dem Kern ins
Zytoplasma langsam vom 3’-Ende der RNA her abgebaut, was sich an der Halbwertszeit der
spezifischen mMRNA messen lasst (Meyer et al., 2004; Parker und Song, 2004). Die Poly(A)-
Anhéange, welche eine solche Degradation im Exosom stimulieren kdnnen, sind nur wenige
Nukleotide lang. Dabei wird bisher nur spekuliert, ab alleinig die Lange des Poly(A)-Endes
den Unterschied der Stabilisierung oder Destabilisierung der RNA ausmacht, weil
beispielsweise kurze Poly(A)-Anhdnge stabilisierende Proteine nicht binden kdnnen
(Eckmann et al., 2010). Neben den Poly(A)-Polymerasen im Zellkern befinden sich ebenfalls
Poly(A)-Polymerasen im Zytoplasma der Zellen. Diese regulieren die spezifische Poly(A)-
Lange der RNAs in Kompetition mit den sich ebenfalls im Zytoplasma befinden
Deadenylasen, was zu einer genaueren Fein-Einstellung der Poly(A)-Lange fiuhrt (Eckmann
et al., 2010).

Auch einige Viren machen sich die Mechanismen der Zelle zum RNA-Abbau zu Nutze, um
ihre eigene RNA effektiver replizieren und translatieren zu kénnen (Sokoloski et al., 2009).
Ein sehr anschauliches Beispiel dafur ist das Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus
(KSHV), was haufig Tumore bei AIDS-Patienten ausldst. Dieses Virus stimuliert den
zellularen mRNA-Abbau durch das virale ,Shut-Off und Exonuklease” (SOX) Protein, indem
dieses die zellularen polyadenylierten mRNA hyperadenyliert und ebenso zu einem
Transport von PABPC1 in den Zellkern fuhrt (Glaunsinger und Ganem, 2004; Lee und
Glaunsinger, 2009). Neben diesem Transport von PABPCL1 in den Kern zeigen einige Viren
andere Mechanismen, um dieses Protein fur die Zelle unbrauchbar zu machen. Dazu gehoért
z.B. die proteolytische Spaltung des Proteins mit Hilfe von viralen Protease wie bei Poliovirus
oder HIV (Joachims et al., 1999; Alvarez et al., 2006). Das Rotelnvirus hingegen kann
PABPC1 direkt an sein eigenes Kapsid binden und entzieht dieses somit dem zellularen
Mechanismus (llkow et al., 2008), wohingegen beispielsweise das Dengue-Virus dieses
Protein an seine eigene 3'-UTR bindet und es somit fur seine eigene RNA nutzen kann
(Polacek et al., 2009).

1.5.2 Polyadenylierung viraler RNAs

Auch bei einigen Viren findet ebenfalls eine Polyadenylierung der RNAs statt, allerdings sind
auch Viren bekannt, z. B. Reoviren oder Arenaviren, die statt eines Poly(A)-Anhangs zur
Stabilisierung ebenso wie HCV eine terminale Stem-loop-Struktur besitzen.

Dieser Prozess der viralen Polyadenylierung kann je nach Virustyp leicht unterschiedlich
ablaufen. Einige Virusfamilien wie Adenoviren, Herpesviren oder Polyomaviren benutzen
zellulare Enzyme zur Polyadenylierung ihrer Pra&-mRNAs. Hier findet, wie bei der Reaktion
an zellularen mRNAs, zunéchst eine Spaltung und danach die Polyadenylierung statt. Dabei
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befinden sich hier ebenfalls die spezifische Polyadenylierungssequenz AAUAAA und die
G/U-reiche Sequenz in der Nahe der Spaltungsstelle (Fitzgerald und Shenk, 1981). Die
Lange der Poly(A)-Anhénge betragt auch hier ungeféahr 250 Nukleotide.

Etwas unterschiedlich zu diesem zellularen, eukaryotischen Mechanismus verhalt es sich in
den Virusfamilien, die virale Enzyme flr die Polyadenylierung der Pra&-mRNA mitbringen und
verwenden. Auf der einen Seite ist das Vacciniavirus zu finden, welches die
Polyadenylierung nach der Termination der Transkription durchfihrt (Nevins und Joklik,
1977), auf der anderen Seite befinden sich die Viren, welche eine Polyadenylierung wahrend
der mRNA-Synthese zeigen. Dazu gehdren beispielsweise Picornaviren, Rhabdoviren und
Orthomyxoviren.

Vacciniavirus benutzt dabei seine eigene Poly(A)-Polymerase gemeinsam mit der viralen 2'-
O-Methyltransferase, die auch im Prozess der Transkription gebraucht wird, nach Spaltung
der Prd&-mRNA in einem ahnlich den zellularen RNAs  durchgefiihrten
Polyadenylierungsprozess (Gershon et al., 1991; Gershon und Moss, 1993).

Das Anhangen von Poly(A)-Enden wahrend der RNA-Synthese wird nach einem anderen
Mechanismus durchgefiihrt. Beispielsweise ist bei den positivstrdngigen Picornaviren in
ihrem Template-Negativstrang eine Poly(U)-Sequenz am 5’-Ende vorhanden, so dass bei
erneuter Transkription neuer Positivstrange eine Poly(A)-Sequenz am 3’-Ende der RNA
entsteht (Dorsch-Hasler et al.,, 1975). Negativstrang-RNA Viren beispielsweise das
Influenzavirus oder das Vesikuldre Stomatitis Virus konnen durch ein wiederholtes
Transkribieren einer eher kurzen Poly(U)-Sequenz im Template ihre RNAs polyadenylieren
solange bis die Gesamtlange an Poly(A)-Anhang erreicht ist (Mikuldsova et al., 2000;
Ehrenfeld, 1974)).

1.5.3 Stimulation der cap-abhéngigen Translation du rch einen 3’-Poly(A)-
Anhang

Die Translation zellularer gecappter mRNA wird durch die Anwesenheit eines 3'-Poly(A)-
Anhangs deutlich stimuliert. Sowohl das 5’-Cap als auch der 3’-Poly(A)-Anhang sind wichtige
regulatorische Elemente der Translation und zudem verantwortlich fir die Stabilitat der
MRNA sind (Banerjee, 1980; Sonenberg, 1988; Jackson und Standart, 1990; Munroe und
Jacobson, 1990). Die Translationseffizienz der mRNAs wird dabei synergistisch durch die 5'-
Cap-Struktur und den 3’-Poly(A)-Anhang stimuliert werden, wohingegen die Stabilitat der
RNA nur additiv erhoht wird (Gallie, 1991; Preiss und Hentze, 1998; Kahvejian et al., 2001).

Mechanistisch wird die Translationsstimulation durch das Poly(A)-Ende durch eine
Proteininteraktion, die das 5- und 3-Ende der mRNA zusammenfugt, erklart. Eine
Zirkularisierung der gecappten und polyadenylierten RNA wurde mit Hilfe von
hochauflésenden Mikroskop-Aufnahmen gezeigt (Wells et al., 1998). Bei diesem
Mechanismus ist die Interaktion von PABP mit dem 3’-Poly(A)-Anhang der RNA von
Bedeutung. Mehrere PABP-Molekile binden an den Poly(A)-Anhang und vermitteln somit
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den stimulatorischen Effekt auf die Translationsinitiation (Deo et al., 1999; Kahvejian et al.,
2001; Sachs, 2001). In der Literatur wird die Bindung eines Molekils PABP alle 27
Adeninreste am 3'-Ende beschrieben, allerdings reicht wohl ein Poly(A)-Anhang von 12 A
schon fur die Bindung aus (Baer et al.,, 1983; Sachs et al., 1987). Aul3erdem ist die
Anwesenheit und Bindung von PAPB an den 3’-Poly(A)-Anhang fur die Stabilitdt der mRNA
als Schutz gegeniber Degradation durch Nukleasen von Bedeutung (Bernstein et al., 1989).
Weiterhin kann PABP mit weiteren PABP-bindenden Proteinen (Paip = Poly(A)-binding
protein-interacting protein) interagieren (Craig et al., 1998; Khaleghpour et al., 2001,
Berlanga et al., 2006). Paipl stimuliert die cap-abhangige Translation zusatzlich (Craig et al.
1998) und diese Stimulation kommt durch eine Interaktion mit elF3 zu Stande (Martineau et
al.,, 2008). Paip2 hingegen ist ein Inhibitor der 80S-Komplex-Bildung und wirkt somit
repremierend auf die Translation (Kaleghpour et al.,, 2001). Eine Translationsstimulation
durch den 3-Poly(A)-Anhang findet allerdings, wenn auch etwas geringer, auch in
Abwesenheit von Paipl statt. Hier spielt die Interaktion von PABP mit elF4G die
entscheidende Rolle fur die Zirkularisierung der RNA und somit fir den Stimulationseffekt
durch den Poly(A)-Anhang (Tarun und Sachs 1996; Le et al., 1997; Imataka et al., 1998).
elF4G wiederum bindet innerhalb des multifaktoriellen Komplexes elF4F weitere Faktoren
wie elF4E und elF4A, wobei elF4E direkt an die Cap-Struktur der RNA bindet. Aul3erdem
findet an dieser Stelle auch die Bindung von elF3 statt, was die Rekrutierung der 40S-
ribosomalen Untereinheit an die Cap-Struktur der RNA ermdglicht. Eine schematische
Darstellung des Models der Zirkularisierung einer gecappten und polyadenylierten mRNA
durch die verschiedenen Initiationsfaktoren bzw. Poly(A)-Anhang-bindende Proteine ist in
Abbildung 1.11 gezeigt.

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des Modell s der Zirkularisierung einer gecappten
und polyadenylierten mRNA. Die 5’-Cap-Struktur der RNA wird durch elF4E direkt gebunden. elF4G
bindet sowohl elF4E, elF4A sowie elF3 und vermittelt zusétzlich die Interaktion mit PABP, dem
Poly(A)-bindenden  Protein. Paipl stabilisiert diesen entstanden Komplex, und die
Translationsstimulation durch den Poly(A)-Anhang wird zusatzlich stimuliert. Abbildung aus Martineau
et al., 2008).
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Neben der Zirkularisierung spielen wahrscheinlich auch weitere Mechanismen bei der
Stimulation der cap-abh&ngigen Translation durch den Poly(A)-Anhang eine Rolle (Kahvejian
et al., 2005). Beispielsweise wird in diesem Zusammenhang ein effizienteres Recycling der
translatierenden Ribosomen durch eine Interaktion von eRF3 und PABP diskutiert (Jacobson
1996; Kahvejian et al., 2001; Uchida et al., 2002; Lopez-Lastra et al., 2005). Eine weiterer
mdglicher Mechanismus fir die Erhéhung der Translationseffizienz durch den Poly(A)-
Anhang ist eine verbesserte Assoziation der ribosomalen Untereinheiten am Start-Codon der
RNA durch PABP (Searfoss et al., 2001; Kahvejian et al., 2005).

Dieser Mechanismus der synergistischen Translationsstimulation durch 5’-Cap-Struktur und
3~ Poly(A)-Anhang bietet somit auch die Mdglichkeit der Regulation der Translation. Dies
spielt beispielsweise wahrend der Entwicklung eine Rolle, indem Poly(A)-Anhange verlangert
oder verkirzt werden (Wickens et al., 1996; Muckenthaler et al., 1997). Bei der Regulierung
der Poly(A)-Lange wahrend des mRNA-Abbau ist die Cap-Struktur von hoher Bedeutung, da
die Poly(A)-spezifische Ribonuklease (PARN) mit diesem 5’-Ende der RNA interagiert und so
ihre Aktivitat fur den Abbau des Poly(A)-Anhangs erhoht (Dehlin et al.,, 2000). Eine
Herunterregulierung der Translationseffizienz geschied allerdings nicht allein durch die
Poly(A)-Langen Kontrolle, sondern Faktoren wie Paip2 oder 4E-BPs (4E binding proteins),
welche die Zirkularisierung der RNA durch Kompetition beeinflussen (Gingras et al., 1999;
Kaleghpour et al., 2001; Seal et al., 2005; Lopez-Lastra et al., 2005)

1.6 Der Zellzyklus

Um sich zu vermehren, durchlaufen Zellen den Zellteilungszyklus oder kurz Zellzyklus. Darin
wechseln sich die Mitosephase (M-Phase), in der die eigentliche Teilung der Zelle vonstatten
geht, und die Interphase, eine Wachstumsphase der Zellen, ab.

Im Zellzyklus ist die Phase der Mitose zeitlich gesehen der kirzeste Teil. Dieser kann
nochmals grob in verschiedene Phasen aufgeteilt werden, die Prophase, die Metaphase, die
Anaphase und die Telephase.

Die nachfolgende Interphase besteht aus der G;-Phase (Gap;-Phase), der S-Phase
(Synthese-Phase) und der G,-Phase. AulRerdem konnen Zellen in die Go-Phase eintreten.
Hier findet keine weitere Zellteilung mehr statt, und die Zellen sind sozusagen ,arretiert".

In der G;-Phase findet das eigentliche Zellwachstum statt. Hier werden die zellularen
Bestandteile, auRer den Chromosomen verdoppelt werden. Die Synthese beziehungsweise
die Verdopplung der chromosomalen DNA findet in der darauf folgenden S-Phase statt. In
der G,-Phase bereitet sich die Zelle auf die bevorstehende Teilung vor und kontrolliert die
neu synthetisierte DNA auf Fehler. Die Teilung der Zelle in die zwei Tochterzellen findet
dann in der M-Phase statt. Innerhalb des Zellzyklus gibt es verschiedenen Kontroll-Punkte,
die Uber den weiteren Verlauf entscheiden. So wird beispielsweise in der G;-Phase dartber
entschieden, ob die Zelle einen weiteren Zyklus durchlduft oder in die Gg-Ruhephase
Ubergeht. Dies hangt haufig von dul3eren Faktoren beispielsweise der Zelldichte oder dem
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Vorhandensein von Wachstumsfaktoren ab. Unter Umstanden kann es durch diese
Kontrollpunkte auch zur Apoptose der Zellen kommen, falls nicht behebbare Fehler
auftreten.

The cell "double checks” the
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Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der einzel nen Phasen des Zellzyklus. Die Mitose
wechselt sich mit der Interphase, bestehend aus G;-, S- und G,-Phase ab. In der Mitose teilt sich der
Zellkern und die Chromosomen. In der Zytokinese findet die Teilung des Zytoplasmas statt. Die Gg-
Phase bezeichnet den Zustand des Zellarrests.

Die zeitliche Regulation des Zellzyklus erfolgt mit Hilfe von Proteinkinasen bzw.
Phosphatasen, welche fiir eine Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Zyklinen
zustandig sind. Diese werden daher auch zyklinabhangige Proteinkinasen (cyclin-dependent
kinases = CdKs) genannt. Die Konzentration der einzelnen CdKs ist wahrend des gesamten
Zellzyklus konstant, eine Regulierung findet nur auf der Ebene des jeweiligen Zyklins statt.

1.6.1 Einfluss von Viren auf den Zellzyklus

Mittlerweile ist von einer Vielzahl von Viren bekannt, dass sie bei einer Infektion der Zelle
Einfluss auf deren Zellzyklus nehmen. Dies ist besonders haufig bei den kleinen DNA-Viren
zu beobachten, da diese die zellularen Enzyme und Mechanismen fur die Replikation ihrer
eigenen DNA benutzen (Shadan et al., 1994). Dies ist beispielsweise bei den Parvoviren der
Fall. Aber ebenfalls einige groRe DNA-Viren und auch RNA-Viren greifen in die Regulation
des Zellzyklus der Wirtszelle ein. Dies kann auf vielfaltige Weise geschehen, beispielsweise
durch Bindung des Proteins p53, welches ebenfalls an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
ist. Zu finden ist dieser Mechanismus unter anderem beim Simian Virus 40 (SV40), beim
humanen Papillomavirus oder beim Hepatitis B Virus (Lin und Simmons, 1991; Thomas et
al., 1996; Benn und Schneider, 1995). Auch die Manipulierung des Retinoblastomproteins
(pRDb) ist ein haufig anzutreffender viraler Mechanismus, um den Zellzyklus zu regulieren.
Dies ist beispielsweise bei SV40, humanen Papillomaviren oder humanen Adenoviren zu
finden (Chellappan et al., 1992).

Die Mechanismen von Viren beziglich ihres Eingreifens in den Zellzyklus sind allerdings
sehr vielfaltig und komplex. Eine kurze Ubersicht dariiber ist in Schafer (1998) gegeben. Mit
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Hilfe dieser Manipulationswege des Wirtszellzyklus ist auch die onkogene Wirkungsweise
von manchen viralen Infektionen zu erklaren (Vousden und Farrel, 1994; Vousden 1995).
Auch eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus beeinflusst den Zellzyklus seiner Wirtszelle
und kann somit unter Umstanden zum Hepatozellularem Karzinom (HCC) fihren (McGivern
und Lemon, 2009). Hier wurden beispielsweise ebenfalls eine Interaktion mit p53 (Anzola
und Burgos, 2003) oder dem pRb-Pathway gefunden (Cho et al., 2001).

In der Literatur wird auch ein Effekt des Zellzyklus auf die Translation diskutiert. Bei einigen
zellularen IRES- als auch fir einige virale IRES-Elemente konnte gezeigt werden, dass die
Translation in der G2/M-Phase erhoht ist (Cornelis et al., 2000; Pyronnet et al., 2000; Honda
et al., 2000). Die erhéhte Aktivitat der IRES von HCV in dieser Phase des Zellzyklus konnte
allerdings in anderen Studien nicht bestatigt werden (Venkatesan et al., 2003).

1.7 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte zunéchst der Effekt der viralen HCV 3'-UTR auf die IRES abhangige
Translation des Hepatitis C Virus in vitro und in vivo getestet werden, da in der Literatur sehr
unterschiedliche Ansichten zu diesem Effekt vorliegen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war
auBerdem, den Einfluss der verschiedenen Regionen der HCV 3-UTR auf die
Translationsinitiation zu untersuchen.

Ebenso sollte die Frage beantwortet werden, ob bei HCV IRES-verwandten IRES-
Elementen, wie beispielsweise die des Porcinen Teschovirus, ebenfalls ein dhnlicher Effekt
durch die HCV 3-UTR auftritt und ob der Effekt der HCV 3-UTR auf die Translation
spezifisch fir diese Art von IRES ist, oder ob es sich hierbei eher um einen generellen
Mechanismus der Translationsbeeinflussung handelt. Zuséatzlich stellte sich die Frage, ob es
sich hierbei um einen zelltyp-spezifischen Effekt handelt.

Da neben der IRES-abhangigen Translationsinitiation in Zellen hauptsachlich die cap-
abhangige Translation verwendet wird, soll hier ebenfalls der Effekt der HCV 3'-UTR auf die
Translation getestet werden.

Aufgrund des Nachweises, dass ein Poly(A)-Anhang am 3’-Ende einer RNA die cap-
abhéangige Translation stimulieren kann, sollte in dieser Arbeit auch getestet werden, ob
diese Art des 3-Endes auch einen Effekt auf die IRES-abhangige Translation von
verschiedenen IRES-Elementen haben kann. Ein besonderes Augenmerk galt dabei der
Lange des Poly(A)-Anhangs am 3-Ende und deren Auswirkung auf cap- und IRES-
abhangige Translation in vivo und in vitro.

Die gezeigten Effekte der HCV 3'-UTR und des Poly(A)-Anhangs auf die IRES- und cap-
abhéangige Translation sollte auRerdem im Verlauf des Zellzyklus gezeigt werden. Dies
geschah, um zu testen, ob der gezeigte Effekt in einer bestimmten Phase des Zellzyklus
besonders ausgepragt ist, und um somit eventuell zusatzliche Rickschlisse auf den zu
Grunde liegenden Mechanismus ziehen zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Mikrobiologie

2.1.1 Bakterienstamme

Der E.coli Stamm XL1-Blue besitzt eine Tetrazyclin-Resistenz als Selektionsmarker.
AulRerdem hat er keine Endonuklease (endA) Aktivitat, was die Qualitat der praparierten
DNA erhoht, sowie keine Rekombinase (recA) Aktivitat, was sich positiv auf die Stabilitat des
Inserts auswirkt.

2.1.2 Nahrboden und Flissigmedium

Agar-Platten aus LB-Medium und 1,5 % (w/v) Bacto-Agar wurden von der Nahrbodenkiiche
der Medizinischen Mikrobiologie (Universitatsklinikum Giel3en) bezogen.
Luria-Broth(LB)-Medium wird aus folgenden Bestandteilen angesetzt und direkt danach
autoklaviert:

Bestandteile Endkonzentration Firma

Hefeextrakt 5g/L Roth, Karlsruhe
Bacto-Trypton 10 g/L Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid 10 g/L Roth, Karlsruhe

2.1.3 Antibiotika

Der fur Transformationen verwendete Bakterienstamm XL1-Blue tragt zur Selektion eine
Tetrazyclin-Resistenz. Die transformierten Plasmide tragen alle eine Ampicillin-Resistenz.
Daher wurden sowohl den Agarplatten als auch den Flissigmedien beide Antibiotika

zugesetzt.

Antibiotikum Endkonzentration Firma

Tetrazyclin 250 pg/ml Roth, Karlsruhe
Ampicillin 15 pg/ml Roth, Karlsruhe

2.1.4 Herstellung von elektrokompetenten Bakterien

Einige Milliliter einer Bakterientbernachtkultur werden in 100 ml frisches LB-Medium
gegeben und bei 37 T unter Schitteln so lange inku biert bis die ODgy der Kultur bei 0,6
liegt. Dann wird die Kultur bei 5.000 rpm fur 5 min pelletiert und der Uberstand abgeschiittet.
Die Zellen werden nun in 50 ml eiskalten bidestilliertem Wasser aufgenommen und bei 5.500
rom fur 5 min bei 4 T zentrifugiert. Dieser Waschs chritt wird danach noch zweimal
wiederholt. Der Uberstand wird nun bis auf ca. 2 ml abgenommen und das verbleibende
Pellet darin gelost. Die Bakterien werden nun mit Glycerin (Endkonzentration 15 %) versetzt
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und als 80 ul Aliquots bei —70 T eingefroren. Die kompetenten Zellen sind nun ca. ein
halbes Jahr haltbar.

2.1.5 Transformation von Plasmid DNA in elektrokomp  etente Bakterien

Die elektrokompetenten Bakterienzellen werden langsam auf Eis aufgetaut. In die fur die
Transformation verwendeten Elektroporationskivetten werden 50 ul bidestilliertes Wasser
vorgelegt. Transformiert werden in der Regel 0,001 pmol Plasmid DNA oder 10 ul der
Ligationsanséatze. Die DNA wird mit je einem E.coli-Aliquot gut gemischt und in die
Elektroporationskiivette pipettiert. Die Kuvette wird in den Elektroporator gestellt, wo durch
einen Stromimpuls von 2.200 V die Bakterien dazu gebracht werden, die DNA aufzunehmen.
Danach werden die Zellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen, in ein Eppendorfgefafd
uberfihrt und 1 h bei 37 T inkubiert. In der Zwisc henzeit werden die Antibiotika fir die
Selektion gleichmafiig auf die Agarplatten verteilt (Tetrazyclin fir die Selektion der XL1-Blue-
Zellen und Ampicillin fir die Selektion der transformierten Plasmide). 100 pl der Ansatze
beziehungsweise bei Ligationstransformationen der ganze Ansatz werden nun auf den
Nahrboden ausplattiert, die Platten mit Parafilm verschlossen und kopfuber Uber Nacht bei
37T inkubiert, bis Kolonien deutlich sichtbar werd en. Bei allen Transformationen wurde als
Negativkontrolle ein Ansatz ohne DNA mitgefiihrt.

2.1.6 Herstellung von Bakterien-Glycerin-Stocks

Um Bakterien langfristig aufgewahren zu kénnen, werden Glycerin-Stocks angelegt. Dies hat
den Vorteil, dass zum Beispiel Plasmide nicht immer wieder neu transformiert werden
missen und eine entsprechende Kultur schneller wieder hochgezogen werden kann. Dazu
wird die Bakterienkultur mit kaltem Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 15 % versetzt
und gut gemischt. Bei —70 T gelagert halten die Ba kterien mehrere Jahre. Um eine Kultur
des Stocks hochwachsen lassen zu kénnen, wird dann mit einer Impf-Ose etwas gefrorenes
Material von der Oberflache abgekratzt und damit das Medium direkt angeimpft.

2.2 Molekularbiologie
2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA

2.2.1.1 Pr&paration von Plasmid-DNA im kleinen Mal3s tab (Minipraparation)

Zur Praparation von kleineren Mengen DNA aus Bakterien wird das ,Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purificaction Kit* der Firma Promega verwendet.

Dazu werden ca. 3 ml einer Ubernacht-Bakterienkultur bei 5.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das entstandene Pellet nun sorgfaltig in 250 pl der ,Cell
resupension solution®, die RNase A enthalt, resuspendiert.

Die Zelllyse erfolgt durch Zugabe von 250 ul der SDS-haltigen ,cell lysis solution“. Das
Reaktionsgefald wird zum Durchmischen 4 mal invertiert und ca. 2 Minuten inkubiert, bis die
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Suspension klar geworden ist. Dann erfolgt die Zugabe von 10 pl der ,alkalischen Protease
Solution* und eine kurze Inkubation von 5 Minuten. Die Protease inaktiviert zellulare
Endonukleasen und andere Proteine, welche durch die Lyseschritte frei geworden sind und
die Plasmid-DNA beschadigen koénnten. Nach Zugabe von je 350 pl des
Neutralisationspuffers und erneutem Invertieren des EppendorfgefaRes werden ausgefallene
Bestandteile bei 13.000 rpm fir 10 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert.

Der Uberstand, der nun die Plasmid-DNA enthalt, wird nun auf eine im Kit enthaltene Saule
gegeben und bei 13.000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Die DNA bleibt nun an der Saulenmatrix
gebunden, und der Durchfluss wird verworfen. Die DNA wird nun mit 750 pl des Ethanol-
haltigen Waschpuffers gewaschen. Dieser Schritt wird mit weiteren 250 ul Waschpuffer
wiederholt. Die Saule wird danach nochmal fir eine Minute bei 13.000 rpm
trockenzentrifugiert. Die Elution erfolgt mit 100 pl ddH,O bei ebenfalls 13.000 rpm fir eine
Minute. Die DNA kann nun bei -20 C oder kéalter fir mehrere Jahre gelagert werden.

2.2.1.2 Praparation von Plasmid-DNA im groRen Mal3st ab (Maxipraparation)

Um groRere Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienzellen zu extrahieren, wurde das Kit
-NucleoBond AX 100" der Firma Macherey-Nagel verwendet.

Dazu wird zunachst eine 100 ml Bakterien-Ubernachtkultur bei 5.000 rpm fiir 4 min und 4 €
in der Kiihlzentrifuge pelletiert und der Uberstand verworfen. Das so entstandene Pellet wird
in 4 ml des Puffers S1, dem zusatzlich 40 ul RNase A (10 mg/ml) zugegeben wurde,
resuspendiert.

Die Zelllyse erfolgt durch Zugabe von 4 ml des SDS-haltigen Puffers S2, und der
Zentrifugenbecher wird zur besseren Durchmischung 6 - 8 mal invertiert.

Durch Hinzufligen von 4 ml des Puffers S3 und Invertieren des Bechers wird die Reaktion
neutralisiert. Hierbei denaturieren die komplexe chromosomale DNA und zellulére Proteine,
und die kleinere Plasmid-DNA bleibt in Losung. Durch erneute Zentrifugation bei 9.000 rpm
fur 30 min bei 4 T werden die denaturierten Bestan dteile pelletiert, und der Uberstand
enthalt die Plasmid-DNA. Dieser wird tUber einen mit ddH,O befeuchteten Faltenfilter filtriert
und in einem Falcontube aufgefangen.

Die Anionen-Austauscher-Saulen werden mit 2,5 ml des Puffers N2 equilibriert, bevor das
Filtrat zweimal durch die S&ule gegeben wird. Hierbei bindet die DNA an die Saulenmatrix.
Die Saule wird nun mit 10 ml des Puffers N3 gewaschen. Die Elution der DNA von der Saule
erfolgt durch den Puffer N5, wobei die ersten 0,4 ml davon verworfen werden. Je 4 mal
werden weitere 1 ml des Puffers N5 auf die Saule gegeben und in 2 ml Eppendorfgefalien
aufgefangen. Durch Zugabe von je 700 pl Isopropanol pro Eppendorfgefal3 wird die DNA
prazipitiert und anschlieRend bei 13.000 rpm fir 30 min bei 4 C pelletiert. Die DNA-Pellets
werden danach zweimal mit je 500 pl kaltem 80 %igem Ethanol gewaschen und der
Uberstand moglichst vollstandig abgenommen. Dann erfolgt die Trocknung der Pellets bei
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Raumtemperatur. Die Pellets aller 4 Reaktionsgefal3e werden in insgesamt 100 ul ddH,O
gelost.

2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wird verwendet, um DNA-Abschnitte mit einem definierten
Anfang und Ende zu generieren. Somit ist diese Methode geeignet, um gezielt DNA-
Fragmente zu vermehren, die dann als Matrize fir die in vitro-Transkription genutzt oder
auch fur Klonierungen verwendet werden kénnen.

In die Reaktion werden neben der DNA, aus der die Zielsequenz stammt, zwei
Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, welche die zu amplifizierende Sequenz flankieren. Im
ersten Schritt der PCR wird der DNA-Matrizenstrang bei 95 € aufgeschmolzen. Darauf folgt
ein Absenken der Temperatur, was das komplementdre Binden (Annealing) der
Oligonukleotide an die DNA Einzelstrdnge ermdglicht. Die freien 3'OH-Enden kdnnen dann
von einer hitzestabilen DNA Polymerase als Startpunkt fir die DNA Synthese verwendet
werden (Elongation). Durch mehrfache Wiederholung dieser Schritte erfolgt eine
exponentielle Vermehrung des DNA-Abschnitts.

In einem Standard-Reaktionsansatz werden folgende Komponenten zusammenpipettiert:

Bestandteil Endkonzentration
GoTagq Flexi Puffer 1x

MgCl, 2,5 mM

dNTPS 250 mM

Primer forward 0,5 uM

Primer reverse 0,5 uM

Template 10 ng/ul

GoTaq Flexi DNA Polymerase 0,15 U/l

ddH,O

Standard- PCR Programm

Schritt Temperatur Zeit (min)
Denaturierung 95 C 2:00

95 C 0:30
Annealing nach Primer Tm 1:00 30 x
Polymerisation 72 C 1:00

72<C 3:00

Auch fur Klonierungen kann die Methode der PCR angewendet werden. Dabei ist es jedoch
wichtig, dass die eingesetzte Polymerase eine Korrekturlesefunktion (,proof-reading®) hat,
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damit die Wahrscheinlichkeit von Mutationen im Fragment heruntergesetzt wird. Dazu wird
die ,Combizyme“ DNA-Polymerase mit ihnrem entsprechenden Puffer verwendet.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Im Agarose-Gel werden Nukleinsauren in einem elektrischen Feld der GroRe nach
aufgetrennt. Dabei wandern kleine Fragmente schneller durch das grobmaschige Netz aus
Agarose als grof3e Fragmente. Durch den Vergleich der Banden mit einem Standard konnen
sowohl Grol3e als auch Menge der Nukleinsduren abgeschatzt werden.

Zunachst wird die entsprechende Menge Agarose (soweit nicht anders angegeben 1 % w/v)
in Elektrophoresepuffer gegeben und autoklaviert. Nach Einsetzten der Kamme in die
Elektrophoresekammer und Aufkochen der Agarose in der Mikrowelle wird die Lésung in die
Kammer gegossen und abkiihlen gelassen bis die Agarose fest ist. Nach Einfiillen des E-
Puffers, werden vorsichtig die Kdmme gezogen.

Zum Auftragen der Proben missen diese zuvor auf ein Stiick Parafilm mit einem Ladepuffer
versetzt werden. Als Vergleichsstandard fir DNA dient ,Hyperladder |I“ der Firma Bioline, der
eine Bandbreite von 200 bp bis 10.000 bp besitzt. Der RNA-Marker ,RiboRuler” von
Fermentas beinhaltet Fragmente von 200 bp bis zu 6.000 bp. Dieser muss jedoch vor der
Verwendung fur 10 min bei 70 < erhitzt und auf Eis wieder abgekuihlt werden.

Das Gel wird nun an eine Stromquelle angeschlossen, so dass ein elektrisches Feld
entsteht, in dem die negativ geladene Nukleinsdure zum (+)-Pol lauft. Die Elektrophoresezeit
betragt ca. 25 min bei 230 mA.

Um die Fragmente unter dem UV-Licht sichtbar zu machen, wird das Gel nun mit
Ethidiumbromid fur ca. 30 min gefarbt. Die Banden im Gel kénnen nun auf dem UV-Tisch
angeschaut und fotografiert werden.

Fur praparative Gele, zum Beispiel fir die Aufreinigung von DNA Fragmenten fir
Klonierungen, wird 1,5 %ige Agarose verwendet und das Gel fur ca. 60 - 90 min bei 150 mA
gefahren. Nach der Anfarbung werden die entsprechenden Banden mit einem Skalpell
vorsichtig ausgeschnitten und mit Hilfe des ,GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit"
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und in Aqua bidest eluiert.

2.2.4 Klonierungen

Um bestimmte DNA-Fragmente wie IRES-Elemente punktgenau in ein anders Plasmid zu
klonieren, wird die Methode der PCR angewendet. Dazu wird der umzusetzende Teil der
DNA zunéachst durch eine praparative PCR mit einer proof-reading Polymerase vermehrt. Die
Primer konnen dabei so gestaltet werden, dass zuséatzliche Schnittstellen far
Restriktionsenzyme, welche die Einklonierung in einen anderen Vektor erleichtern, enthalten
sind.

Wenn sowohl des PCR-Fragment als auch der Vektor passende Restriktionsschnittstellen far
die Klonierung besitzen, werden entsprechend beide geschnitten und wenn nétig tber ein
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praparatives Agarosegel aufgereinigt. Nach der Dephosphorylierung der 5-Enden des
Vektors und anschliel3ender Ligation der Fragmente wird die DNA in kompetente Bakterien
transformiert.

2.2.4.1 Dephosphorylierung von 5’-Enden

Da das Schneiden des Vektors 5'-Phosphatreste hinterlasst, wird das Fragment nun mit
Shrimp Alkaline Phophatase (SAP) behandelt. Dies verhindert somit eine Selbstligation des
Vektors. Die Inkubation betrdgt 10 min bei 37 . D anach wird das Enzym fir 15 min bei
65T hitzeinaktiviert.

2.2.4.2 Ligation von DNA Fragmenten
Die Ligation der entstandenen DNA-Fragmente erfolgt mit Hilfe der Bakteriophagen T4-DNA-
Ligase. Dazu werden verschiedene Verhéltnisse von Vektor und einzuklonierendem
Fragment pipettiert (Konzentrationen Vektors: Fragment von 1:0 bis 1:20), wobei die Menge
des Vektor konstant bei 0,03 pmol bleibt.

Standard-Ligationsansatz:

Bestandteil Endkonzentration
Vektor 0,03 pmol
Fragment 0,09 — 0,6 pmol
Ligase Puffer 1x

rATP 0,5mM
T4-DNA-Ligase 05U

A. bidest ad 20 ul

Die Reaktionen werden zunédchst 4 Stunden bei Raumtemperatur und dann tber Nacht bei
4 im Kuhlschrank inkubiert.

Je 10 ul eines Ansatzes werden dann in elektrokompetente E.coli XL1-Blue transformiert.
Zur Kontrolle der neuen Klone wird die DNA nach der erneuten Isolation zum Sequenzieren
geschickt (GATC-Biotech, Konstanz).

2.2.5 Herstellung von DNA-Templates fir die  in vitro-Transkription

Um transkriptionsfahige Templates der Plasmid DNA zu bekommen, wird die zu
transkribierende DNA zunéchst per PCR amplifiziert. Diese Methode hat gegenuiber dem
Schneiden eines Plasmids den Vorteil, dass hierbei die Enden der Fragmente beliebig durch
die Sequenz des Primer bestimmt werden konnen. Dies ist wichtig, da so authentische
Enden der RNA generiert werden kdnnen. Auerdem kénnen hierbei auch zusatzliche
Sequenzen wie PolyT oder Promotorsequenzen angehangt werden.
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Nach der PCR wird das Template so aufgereinigt, dass es keine RNasen enthélt. Daflr wird
ein  Proteinase-K Verdau mit anschlieender Phenol/Chloroform-Extraktion und
Ethanolprazipitation durchgefihrt. Das in Aqua bidest geldste Template wird nun direkt in die
in vitro-Transkription eingesetzt.

2.2.5.1 Reinigung von Nukleinsauren

2.2.5.1.1 Proteinase-K Verdau

Damit eine DNA als Template fir die in vitro-Transkription fungieren kann, muss sie frei von
Nukleasen sein. Um dies zu erreichen, wird dem Ansatz Proteinase-K zugesetzt. Die
Reaktion wird zusammen mit 2 mM CaCl,, 50 mM Tris-Cl (pH 7,5) und 0,2 pg/ul der
Proteinase fir 2 Stunden bei 37T inkubiert. Zur Entfernung des Enzyms wird eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgeftihrt.

2.2.5.1.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zu dem Ansatz wird 1 Volumen Phenol zugegeben und bei 13.000 rpm fir 1 Minute
zentrifugiert. Durch das Phenol werden Proteine denaturiert und befinden sich nun in der
unteren, organischen Phase des Gemischs. Die obere, wassrige Phase enthélt die DNA.
Diese Phase wird in ein neues Eppendorftube tberfihrt und mit einem Volumen eines 1:1
Gemischs aus Phenol/Chloroform vermischt. Um Phenolreste zu entfernen, wird nach
erneuter Zentrifugation nun wiederum die obere Phase abgenommen und mit einen Volumen
Chloroform gemischt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wird die obere Phase mit
der Nukleinsaure in ein neues ReaktionsgefalR pipettiert und die enthaltene DNA mit Hilfe
von Ethanol gefallt.

2.2.5.1.3 Ethanol-Prazipitation von Nukleinsauren

Zur Fallung der DNA wird dem Ansatz Natriumacetat von einer Endkonzentration von 0,3 M
sowie 3 Volumen 99 %iges Ethanol zugegeben. Die Prazipitation erfolgt hierbei in der Regel
bei -20 T uber Nacht oder fur 2 Stunden bei =70 € . Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm fur
30 min bei 4 T wird der Uberstand vorsichtig abgen ommen und das DNA-Pellet zweimal mit
80 %igem Ethanol gewaschen. Danach wird der Uberstand moglichst vollstandig
abgenommen und das Pellet getrocknet. Die Nukleinsaure wird dann in ddH,O gelést und
kann nun fur die in vitro Transkription verwendet werden.

2.2.6.0 In vitro-Transkription

Die durch PCR oder Restriktionsverdau entstandenen DNA-Templates werden nach der
Aufreinigung  durch  Proteinase-K  Verdau, Phenol-Chloroform-Extraktion  sowie
anschlieRender Ethanolprazipitation in eine Transkriptionsreaktion eingesetzt. Dabei wird mit
Hilfe einer RNA-Polymerase RNA synthetisiert.
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Soweit nicht anders beschrieben werden alle Transkriptionsansdtze nach folgendem
Standardschema pipettiert:

Bestandteil Endkonzentration
Transkriptionspuffer 1x

DTT 10 mM

INTPs 250 pM
DNA-Template X 1g

T7 RNA-Polymerase 1 U/l

ddH,O

Die Ansatze werden fir 60 min bei 37 T im Wasserba d inkubiert und die RNA-Synthese auf
einen Agarosegel kontrolliert.

2.2.6.1 In vitro-Transkription von gecappter RNA

Die Synthese von gecappter RNA erfolgt prinzipiell wie die von nicht-gecappter RNA (s. Kap.
2.2.6.0). Dazu wird hier allerdings die Konzentration von rGTP auf 50 pM heruntergesetzt
und zusétzlich ein Cap-Nukleotid (m7GpppG, Promega) mit einer Endkonzentration von 500
UM eingesetzt. Bei der Transkription dieser RNA wird nun eine 7-methyl-Guanosin-Kappe an
das 5-Ende der RNA angehangt. Der Ansatz wird aufgrund der schlechteren
Transkriptionsreaktion ca. 90 min bei 37 T inkubie rt und danach auf einem Agarosegel
kontrolliert.

2.2.6.2 Polyadenylierung von in vitro-transkribierter RNA

Um RNAs nach der Transkription Poly(A)-tails anhangen zu kénnen, werden die RNAs
zunachst Uber das RNeasy-Kit (Qiagen) aufgereinigt und in Wasser eluiert, da so die
Uberschiissigen Bestandteile der Transkriptionsreaktion entfernt werden. Da nach diesem
Aufreinigungsschritt oftmals eine RNA-Doppelbande auf dem Agarosegel zu sehen ist, wird
die RNA nun fur 5 min bei 70 < erhitzt und dann so fort auf Eis abgekihlt, was den Effekt
hat, dass die Doppelbande verschwindet. Es lasst sich vermuten, dass sich durch die
Aufreinigung der RNA ein Teil der Nukleinsdure anders faltet und sich die urspriingliche
RNA- Faltung durch den Erhitzungsschritt und anschlieRender Abkihlung wieder herstellt.
Die Polyadenylierung erfolgt, wenn nicht anderes beschrieben, durch den Einsatz einer
Poly(A)-Polymerase (rekombinant aus Hefe, USB), die unspezifisch an RNAs je nach
Inkubationszeit verschieden lange Poly(A)-tails anhangt.
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Bestandteil Endkonzentration
Aufgereinigte RNA X Ml
Poly(A)-Polymerase Puffer 1x

rATP 1 mM
Poly(A)-Polymerase 1U

ddH,O

Die Inkubationszeit bei 37 T hé&ngt von der Lange d er anzufligenden Poly(A)-tails und der
Menge der eingesetzten RNA ab. StandardmaRig wurden Inkubationszeiten zwischen 2 und
60 min gewahlt. Das Enzym wird anschliel3end durch einen Hitzeschritt bei 65 <C fir 10 min
inaktiviert. Die Polyadenylierungsreaktion wird anschlielend auf einem Agarosegel
kontrolliert, indem nicht-polyadenylierte und polyadenylierte RNA nebeneinander
aufgetragen werden und der Langenunterschied deutlich sichtbar wird.

Die Langenbestimmung der angefiigten PolyA-tails durch das Enzym wurde mit Hilfe des
RNA-Markers ,RiboRuler* (Fermentas) und einer Auswertung der Banden mit CorelDrawX3
durchgefuhrt. Dazu wird das RNA-Gelbild mit Hilfe von CorelDraw auf dem PC-Bildschirm
grade ausgerichtet. Damit die Abmessung der RNA-Banden mdglichst genau durchgefiuhrt
werden kann, wird die grotmogliche VergroRerung des Bildes gewdahlt. Anhand der
Bemalungsfunktion in CorelDraw werden nun sowohl die Abstande der polyadenylierten
RNA-Banden als auch die Abstande der Banden des RNA-Markers zu einer gesetzten Linie
abgemessen. Mit Hilfe von Excel werden die angegeben Grdl3en der Markerbanden in
Relation zu den bemessenen Abstanden gesetzt und eine Eichkurve erstellt. Anhand der
Formel der Eichkurve werden nun die GroRR3en der polyadenylierten RNAs berechnet.

2.2.7 RNA Aufreinigung

2.2.7.1 Aufreinigung aus Lésungen mit dem RNeasy Mi  ni Kit von Qiagen

Die Extraktion von RNA aus Ldsungen wie Transkriptionsansatzen erfolgt mit Hilfe des
.RNeasy® Mini Kits" der Firma Qiagen. Das Prinzip beruht auf einer selektiven Bindung der
Nukleinsdure an eine Silica-basierte Matrix. Durch Hochsalzbuffer wird RNA, die grof3er als
200 Basen ist, an die Membran gebunden. Die Bindekapazitat der Sdule belauft sich auf 100
Hg RNA.

Der aufzureinigende Ansatz wird zunachst bis zu einem Volumen von 100 ul mit ddH,O
aufgefullt. Dann werden 350 pl des Guanidin-Thiocyanat-haltigen Puffers RLT zugesetzt und
gut gemischt. Um optimale Bindekonditionen zu erreichen, werden 250 pl 99 %iges Ethanol
zugesetzt und der Ansatz sofort auf die Saule gegeben. Nach kurzer Zentrifugation von ca.
15 Sekunden bei 13.000 rpm wird der Durchfluss verworfen und die Saule zweimal mit je
500 ul des Waschpuffers RPE gewaschen. Die Saule wird nun flir 2 Minuten bei 13.000 rpm
trockenzentrifugiert und in ein Eppendorftube gesetzt. Die Elution der gebundenen RNA
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erfolgt durch Zugabe von 50 pl RNase freiem Wasser und erneuter Zentrifugation bei 13.000
rpm fir eine Minute.

2.2.7.2 Aufreinigung durch LiCl-Fallung

Alternativ zur Aufreinigung von RNA uber eine Silica-Matrix kann RNA auch mit Hilfe von
LiCl gefallt und somit von anderen Bestandteilen gereinigt werden. Es handelt sich hierbei
um eine sehr schnelle, effektive und vor allem giinstige Art der Aufreinigung.

Die Reaktion wird zunachst mit einer LiCl-Losung versetzt, so dass die Endkonzentration 2
M betragt. Das Reaktionsgefal? wird nun ca. 1,5 h auf Eis inkubiert und die geféllte RNA
danach bei 13.000 rpm fir 15 min bei 4 C pelletiert. Das Pellet wird zweimal mit 70 %igem
Ethanol gewaschen und trocknen gelassen. Je nach GroRe des urspringlichen Ansatzes
wird die Nukleinsaure nun in der entsprechenden Menge RNase-freiem Wasser geltst.

2.2.7.3 RNA-Aufreinigung aus Zelllinien

Um eine in Zellen transfizierte RNA wieder zu reextrahieren, wird ebenfalls das RNeasy Mini
Kit von Qiagen verwendet.

Die Zellen sind zuvor in einer 24-well Platte transfiziert und inkubiert worden. Um die Zellen
zu lysieren, werden 350 pl des Puffers RLT in die Vertiefung gegeben und die Platte leicht
geschuttelt. Das Zelllysat wird in ein Eppendorfgefald tberfuhrt und mit 350 pl 70 %igem
Ethanol versetzt, um optimale Bedingungen fir die selektive Bindung der RNA an die Matrix
zu erreichen. Dieses Gemisch wird nun auf die RNeasy-Saule gegeben und bei 13.000 rpm
kurz fur 15 sek. zentrifugiert. Die Saule wird nun mit 700 pl des Ethanolhaltigen Puffers W1
gewaschen. Nach diesem Schritt erfolgen zwei weitere Waschschritte mit je 500 pl des
Puffers RPE. Die Saule wird nun bei 13.000 rpm fur 1 min trockenzentrifugiert. Die Elution
der RNA von der Matrix erfolgt mit 50 ul RNase freiem Wasser. Die RNAs werden bis zur
weiteren Verwendung bei —70 C gelagert.

2.2.8 In vitro-Translation

2.2.8.1 Translation in Kaninchen-Lysat

In vitro-Translationen werden im ,Rabbit Reticulocyte Lysate* (RRL) der Firma Promega
durchgefuhrt. Die Retikulozyten, Vorlaufer von Erythrozyten, werden aus anamischen
Kaninchen gewonnen. Nach der Zelllyse wird der Extrakt mit einer Mikrokokken-Nuklease
behandelt, um endogene mRNAs abzubauen, so dass die im Lysat enthalten Komponenten
des Translationsapparats (wie z.B. tRNA, Ribosomen, Aminoséduren und verschiedene
Translationsfaktoren) im vollen Umfang fir die Translation der gewiinschten RNA eingesetzt
werden.

Pro in vitro Translationsansatz von insgesamt 20 pl werden 8,8 pl RRL verwendet. Der
Gesamtansatz wird durch Zugabe von KCL auf eine physiologische Endkonzentration von
135 mM KCL gebracht, da das Lysat nur eine Salzkonzentration von 113mM besitzt. Die
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Menge der verwendeten Reporter-RNAs liegen je nach Konstrukt zwischen 200 und 600 ng
pro Ansatz.

Der Ansatz wird nun fir 30 Minuten bei 30 C inkubi ert und danach auf Eis gestellt, um die
Translationsreaktion zu stoppen.

2.2.8.2 Translation in Pierce Thermo Scientific Lys  at

Dieses in vitro-Translationssystem basiert auf einem Lysat aus humanen HelLa-Zellen. Laut
Hersteller kann durch Zugabe von RNA und der im Kit enthaltenen Supplements in kirzester
Zeit eine hohe Proteinausbeute erzielt werden.

Die Translationsreaktionen wurden entsprechend der Herstellerangaben zusammenpipettiert
und far 60 min bei 37 T inkubiert. Die Reaktionen wurden bis zur Messung des
Reporterproteins auf Eis gestellt.

2.2.9 Messung der Luciferase-Aktivitat

Bis zur Messung der Luciferase-Aktivitat werden die Proben auf Eis gehalten. Die Schlauche
des Luminometers werden mit Aqua bidest gewaschen. Fir die Messung der Firefly
Luciferase-Aktivitat wird das Firefly Luciferase-Substrat im Verhaltnis 1:5 mit dem Firefly
Luciferase-Puffer verdiinnt. Das darin vorhandene Luciferin wird durch die Firefly Luciferase
umgesetzt, und freigesetztes Licht wird vom Luminometer gemessen. Wenn nur sehr
niedrige Werte an Luciferase zu erwarten sind, zum Beispiel wenn nur wenige Zellen
transfiziert werden, kann das Substrat auch unverdinnt eingesetzt werden.

Bei der Messung von Renilla Luciferase wird als umzusetzendes Substrat Coelenterazin
verwendet. Die Substanz wird im Verhdltnis 1:100 in Renilla Luciferase-Puffer verdinnt.
Auch hierbei erfolgt eine Messung von Licht, welches bei der Umsetzung des Substrats
durch die Renilla Luciferase abgegeben wird.

Wenn nicht anders angegeben, wurden bei in vitro-Translationen je 8 ul im
Luminometerréhrchen  gemessen, bei Zelllysaten nach Transfektionen wurden
standardmaflig 20 pl gemessen. Eine Messung erfolgte fur je 20 Sekunden, und fur jede
Probe wurde eine Doppelmessung durchgeftihrt.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Verwendete Zelllinien

Fur die Transfektion der Reporter RNAs werden verschiedene Zelllinien aus
unterschiedlichen Geweben verwendet.

Als Hepatomzelllinie standen naive Huh7 zur Verfliigung. Als Nicht-Leberzellen dienten
HelLa-Zellen (Zevixkarzinomzellen) und HEK293-Zellen (menschliche embryonale
Nierenzellen).

40



2. Material und Methoden

2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen fir langere Zeit aufbewahren zu kénnen und da sich Eigenschaften wie gute
Transfizierbarkeit der Zelllinie im Laufe der Passagen &ndern kénnen, sollten sie nach
wenigen Passagen erneut eingefroren werden.

Dazu werden ca. 80 % konfluente Zellen, die sich in einem guten Wachstumszustand
befinden, mit Trypsin von der Zellkulturflasche abgelést. Die Zellsuspension wird nun bei 550
g fir 5 min bei 4 T zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und das
entstandene Zellpellet in 1/5 Volumen kaltem Einfriermedium (DMEM/ 20 % FBS/ 20 %
DMSO) resuspendiert. Die Zellen werden nun 10 min auf Eis inkubiert und anschlie3end in
vorgekilhlte Cryo-Réhrchen aliquotiert. Damit die Zellen nur langsam einfrieren, werden die
Rohrchen zuné&chst fur einige Stunden in einem Isopropanol-Tank bei —20 T eingefroren.
Dieser Tank bewirkt eine langsame Abkiihlung von ca. 1 T/h. Uber Nacht werden die Zellen
im Isopropanol-Tank bei —70 T eingefroren und am n achsten Tag in den Stickstoffbehalter
uberfuhrt, wo die Zellen nun tber Jahre haltbar sind.

Um die Zellen wieder aufzutauen, wird das Cryo-Roéhrchen moglichst schnell in das auf 37C
warme Wasserbad gestellt bis der Inhalt etwas angetaut ist. Nun wird vorgewarmtes DMEM
+ 10 % FBS dazugegeben und der Inhalt in eine Zellkulturflasche mit ebenfalls warmen
Medium Uberfihrt. Sobald sich die Zellen abgesetzt haben (ca. 4 — 6 Stunden) wird das
Medium durch frisches ersetzt, um Reste des im Einfriermedium enthaltenen toxischen
DMSO zu entfernen.

2.3.3 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle Zelllinien werden standardmaRig in 25 cm?-Flasks bei 37 € und 5 % CO , kultiviert. Als
Medium wird DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit Glutamin und 4.500 mg/L L-
Glukose (Invitrogen) verwendet. Dem Medium werden zuséatzlich noch 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen) als Antibiotika und 10 % fotales Rinderserum
zugesetzt.

Sobald die Zellen eine Konfluenz von ca. 90 % aufweisen, werden die Zellen passagiert.
Dazu wird das Medium abgenommen und die Zellen mit gleichem Volumen PBS gewaschen,
um Reste des FBS zu entfernen, da dieses die Wirkung des Trypsins beeintrachtigt. Dann
werden 800 ul Trypsin (Invitrogen) auf die Zellen gegeben und diese ca. 3 - 5 Minuten im
Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen von der Oberflache der Kulturflasche I6sen. Durch
Zugabe von 5 ml DMEM mit FBS wird die Reaktion gestoppt. Ein Teil dieser sich im Medium
befindenden Zellen wird nun in eine neue Zellkultur-Flasche pipettiert und mit 5 ml Medium

im Brutschrank weiterkultiviert.

2.3.4 Aussaen von Zellen fur Transfektionen

Fur Transfektionen der Reporter RNAs werden die Zellen wie oben beschrieben von der
Oberflache des Flasks durch Trypsin-Behandlung abgelést und dann in DMEM ohne die
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Zugabe von Antibiotika aufgenommen. Soweit nicht anders beschreiben, wurden die
Transfektionen in 24-well-Platten durchgefihrt. In jede Vertiefung werden nun 500 pl der
Zellsuspension pipettiert und tber Nacht bis zur Transfektion bei 37 T im Brutschrank
inkubiert.

2.3.5 Transfektion von Reporter-RNA in Zelllinien

2.3.5.1 Transfektion durch Lipofektion

Die am Vortag ausgesaten Zellen weisen zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von
70 - 90 % auf. Die Zellen werden zunachst mit PBS gewaschen, da Reste des Serums die
Transfektion behindern kénnen. Pro Vertiefung wird nun 500 pl Medium ohne die Zugabe
von Antibiotika oder Serum gegeben.

Die Transfektion der RNA erfolgt nach dem Prinzip der Lipofektion. Hierfir wird das
Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen) verwendet. Die RNA wird hierbei nach
Angaben des Herstellers mit Zellkulturmedium und Lipofectamine vorinkubiert, so dass sich
in dieser Zeit Komplexe der Lipide mit der RNA bilden kénnen. Die Ansétze werden dann auf
die Zellen gegeben und, wenn nicht anders beschrieben, 3,5 h im Brutschrank inkubiert. Zur
Messung der Zellviabilitat wird vor der Zelllyse mit je 150 pl passiver Lysis buffer (Promega)
ein WST1-Test durchgefihrt (s. Kap. 2.3.7). Die Messung der Reporteraktivitat erfolgt wie in
Kapitel 2.2.9 beschrieben.

2.3.5.2 Transfektion durch Elektroporation

Eine weitere Methode neben der Lipofektion, Nukleinsduren in Zellen zu transfizieren, ist die
Elektroporation. Dazu werden die Zellen am Tag der Transfektion mit Trypsin-Behandlung
abgeldst und in 5 ml DMEM + 10 % FBS aufgenommen. Die Zellsuspension wird nun fur 5
min bei 550 rpm zentrifugiert und das Pellet 1 x mit PBS gewaschen. Die Zellen werden nun
in der Zahlkammer gezahlt und auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je
400 pl dieser Zellsuspension werden nun mit der RNA gemischt und in die
Elektroporationskiivette pipettiert. Die Elektroporation erfolgt bei 160 V und 500 pF in einer
Klvette mit 4 mm Durchmesser. Die Zellen werden nun in einer 24-Well Platte in je 1 ml
DMEM mit 10 % FBS bis zur Bestimmung der Zellviabilitdt und anschlieBender Zelllyse im
Brutschrank inkubiert.

2.3.6 Synchronisation von Zellen in verschiedenen Z  ellzyklus-Phasen

Um die Huh7- und HeLa-Zelllinien in die verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu bringen,
werden die Zellen zunachst in einer groRen 75 cm? Flasche kultiviert bis sie ca. 90 %
Konfluenz erreicht haben. Die Zellen werden nach der Trypsin-Behandlung in 12 ml Medium
aufgenommen. Je 2 ml dieser Zellsuspension werden in jeweils 2 groBe 152 cm? Schalen in
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insgesamt 20 ml Medium gegeben und fur weitere 3 Tage bei 37 T im Brutschrank
inkubiert.

2.3.6.1 Synchronisation in der G2-/M-Phase durch No codazol-Behandlung und
Shake-Off
Um die Zellen in der G2-/M-Phase zu synchronisieren werden sie zunachst mit Nocodazol
behandelt, das direkt in das Medium gegeben wird. Huh7-Zellen werden mit je 400 ng/ml,
HeLa-Zellen mit 300 ng/ml Nocodazol fir 18 Stunden behandelt. Bei diesem Schritt findet
eine Depolymerisierung der Mikrotubuli statt, so dass der Vorgang der Mitose in der Zelle
nicht weiter stattfinden kann. Die Zellen haben sich nun abgerundet und werden nun von der
Schale abgeklopft. Dazu wird das Medium vorsichtig abgenommen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Es werden ca. 5 ml Medium in die Schale gegeben und dann die Zellen durch
kraftiges Klopfen der Schale (Shake-Off) gegen die Tischplatte abgelést. Die nun
schwimmenden Zellen aus beiden Schalen werden dabei vereinigt.
Um die Zellen zu transfizieren, werden je ca. 100 pl der Suspension gleichmafig in eine 24-
Well-Platte ausgesat und nach 2 Stunden Inkubation im Brutschrank mit Lipofectamine
transfiziert.

2.3.6.2 Synchronisation in der G1-/S-Phase durch N ocodazol, Shake-Off und
Thymidin

Die Ubrige Zellensuspension der in der M-Phase arretierten Zellen werden in eine neue
grol3e Schale gegeben und mit Medium auf 20 ml Gesamtvolumen aufgeflillt. Die Zellen
werden nun fir 8 Stunden im Brutschrank inkubiert. Um die Zellen in der G1-/S-Phase zu
arretieren, werden sie fur weitere 18 Stunden mit 2 mM Thymidin behandelt. Nach dieser
Inkubation werden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und nach der Trypsin-
Behandlung gleichmaRig in eine 24-Well-Platte ausgesat. Dabei wird die Zelldichte optisch
unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach 2 Stunden Inkubation werden die Zellen nach dem
Standardprotokoll transfiziert.

2.3.6.3 Synchronisation in der GO-Phase durch Wachs tum bis zu 100 %iger
Konfluenz

Die GO-Phase des Zellzyklus wird erreicht durch Wachstum der Zelllinien bis zur 100 %igen
Konfluenz. Dazu werden ca. 4 - 5 Tage vor der Transfektion der GO-Zellen die Huh7- oder
HeLa-Zellen in eine kleine 25 cm? Flasche passagiert und in Ublichem Zellkulturmedium
inkubiert, bis die Zellen eine 100 %ige Konfluenz erreicht haben. Die Zellen werden danach
noch fur weitere 24 Stunden im Brutschrank stehen gelassen. Dann wird auch hier vorsichtig
das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die GO-Zellen werden
nun mit Trypsin behandelt und wie oben beschreiben in 24-Well-Platten ausgeséat. Die
Transfektion erfolgt auch hierbei nach weiteren 2 Stunden.
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Als Kontrolle (unsynchronisierte Zellen) wird parallel eine Flasche mitkultiviert, die bei einer
Konfluenz von ca. 70 — 80 % ebenfalls wie die synchronisierten Zellen transfiziert wird.

2.3.7 WST1-Test

Zur Normalisierung der gemessenen Firefly Luciferase-Werte wurde ein WST1-Test
durchgefuhrt. Das WST1-Reagenz besteht aus einem rétlich gefarbten Tetrazoliumsalz,
welches durch die zellulare Succinatdehydrogenase der mitochondrialen Atmungskette in
Formazan umgesetzt wird. Dieses wird durch eine Gelbfarbung des Zellkulturiberstands
sichtbar, so dass durch das Ausmal} der Gelbfarbung auf die Zellviabilitdit im Well
geschlossen werden kann.

Zur Durchfuhrung des WST1-Tests wird das Zellkulturmedium 30 min vor dem Ende der
Inkubationszeit vorsichtig abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. In jede
Vertiefung wird nun 200 pl des 1:50 in farblosem DMEM verdiinnten WST1-Reagenz
pipettiert und die Platte fur weitere 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit erfolgt
die Gelbfarbung des Uberstands. Der Grad der Gelbfarbung wird nun im ELISA Reader
bestimmt. Dazu werden je 100 pl des Uberstand abgenommen und in eine 96-well-Platte

pipettiert. Die Messung erfolgt photometrisch bei 450 nm.

2.4 Verwendete Plasmide

Bezeichnung Beschreibung kloniert/bezogen von
Actin d3'-UTR T7, Actin 5'-UTR, Fluc, Plasmid-Sequenz C. Bung
Actin HCV 3'-UTR  T7, Actin 5’-UTR, Fluc, HCV 3-UTR C. Bung
Actin-SV40 Actin 5-UTR, Fluc, SV40-Sequenz I. Shatsky
EMCV-3-UTR EMCV IRES, Fluc, HCV 3-UTR I. Shatsky
EMCV-SV40 EMCV IRES, Fluc, SV40-Sequenz I. Shatsky
HCV-3'UTR HCV IRES, Fluc, HCV 3-UTR I. Shatsky
HCV-CLX CMV T7, HCV 5'-UTR, Fluc, HCV 3-UTR Y. Song
HCVd3'-UTR T7, HCV 5'-UTR, Fluc, Plasmid-Sequenz C. Bung
HCV-SV40 HCV IRES, Fluc, SV40-Sequenz I. Shatsky
pHCMVA3'UC T7, HCV 5'-UTR, Fluc, HCV 3-UTRA3'UC Y. Song
pHCMVAVR T7, HCV 5'-UTR, Fluc, HCV 3-UTRAVR Y. Song
pHCMVAVUC T7, HCV 5'-UTR, Fluc, HCV 3-UTRAVUC Y. Song
phRLnull T7, Renilla Luciferase Promega
pPTVAUC T7, PTV IRES, Fluc, HCV 3-UTRA3'UC C. Bung
pPTVAVR T7, PTV IRES, Fluc, HCV 3-UTRAVR C. Bung
pPTVAVUC T7, PTV IRES, Fluc, HCV 3'-UTRAVUC C. Bung
pPTV-HCV T7, PTV IRES, Fluc, HCV 3-UTR C. Bung
pPTV-Luc PTV IRES, Fluc |. Shatsky
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PTV-3-UTR PTV IRES, Fluc, HCV 3-UTR I. Shatsky
PTV d3-UTR T7, PTV IRES, Fluc, Plasmid-Sequenz C. Bung
PTV-SV40 PTV IRES, Fluc, SV40-Sequenz I. Shatsky

2.5 Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5" > 3))

3-UTR-rev

3XArev

act Luc rev

Actin for

A-upstrT7-for

d3'UTR +200nt rev
D3SL1+2

d3'UTR+200nt rev + 5PA
d3'UTR+200nt rev + 10PA
d3'UTR+200nt rev + 20PA
d3'UTR+200nt rev + 30PA
d3'UTR+200nt rev + 40PA
d3'UTR+200nt rev + 50PA
Fluc Ende rev

Fluc Mitte for

GL3r rev

HCMV-4986 for

HCV 3404-3426

HCV reverse
HCV-PTV-3X-rev
HCV-PTV-for

HVC forward

pBS172 for

pBS304 for

pBSIl 698

polyA-rev

PTV forward

PTV reverse
PTV-HCV+RD15 rev

RV3

ACATGATCTGCAGAGAGGCCAG
GATGGAGCCACCATTAAAGAAGG
CTGCCAACCGAACGGACATTTCG
GCGTTACTCGAGACCGCCGAGACCGCGTCCG
GGTAGGCGTGTACGGTGGGAGG
GGCACGACAGGTTTCCCGACT GG
CTAGGGCTAAGATGGAGCCACC
(T)sGGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
(T)10GGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
(T)20GGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
(T)20GGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
(T)20GGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
(T)so0GGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
CTCTTCGAACTCACAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGG
GATTTGAAGAAGAGCTGTTTTTACGATCCC
TTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG
CCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCC
GCACACAGCCCAGCTTGGAGCG
ATTCACGTTCATTATAAATGTCGTTCGCGG
ACATGATCTGCAGAGAGGCCAGTATCAG
CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCC
GAAACTCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
CGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCG
TCTATCAGGGCGATGGCCCAC
AATTGTGAGTTCGAAGAGCACTAGAGGATCCCC
AAC(T)so)AACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGG
CCGTAGAAGCTTCTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTCG
GCGTCTTCCATGGTGAGTTTCAACTGACTATACAAAGTACAGAC
ACATAACAAATCTAATCACAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGG
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC

Alle Oligonukleotide wurden von Biomers.net bezogen.
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Name Erkennungssequenz
Aflll 5 C'TTAAG 3’

Ahdl 5 GACNNN‘NNGTC 3
BamHI 5 G'GATCC 3’

BsiwI 5 C'GTACG 3’

BstXI 5 CCANNNNN‘NTGG 3’
EcoNI 5 CCTNN'NNNAGG 3
EcoRV 5 GAT'ATC 3’

Hindlll 5 A'AGCTT 3’

Ncol 5 C'CATGG 3’

Ndel 5 CA'TATG 3’

Pcil 5 A'CATGT 3’

Sfol 5 GGC'GCC 3’

SgrAl 5 CR'CCGGYG 3’
Xbal 5 T'CTAGA 3’

Xhol 5 C'TCGAG 3’

N = A oder T oder C oder G
R=Aoder G
Y=CoderT

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden bei New England Biolabs bestellt.

2.7 Lésungen und Puffer

DNA-Probenpuffer (,BX")

E-Puffer (=TAE-Puffer), pH=8,3

PBS (Phosphate buffered saline)

75 % (viv)
2 mg/ml
4 mg/ml
50 mM

40 mM
40 mM
2 mM

137 mM
2,7 mM
4,3 mM
1,5mM

Glycerin
Bromphenolblau
Xylenxyanolblau
EDTA

Tris-OH, pH 8
Natriumacetat
EDTA

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Na,HPO,
KH,PO,
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Renilla Luciferase Puffer, pH=7,4 0,1 M
0,1M
05M
1 mM

25 mM
15 mM
33,3 mM
0,2 mM
1 mM

Firefly Luciferase Puffer

20 mM
1,07 mM
2,67 mM
0,2 mM
33,3mM
0,27 mM
0,47 mM
0,53 mM

Firefly Luciferase Substrat

2.8 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Rea

Agarose, high-pure

Capping-Nukleotid (m7GpppG)

Chloroform

Coelenterazin

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DMEM (Farblos, ohne Phenolrot)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNA Marker ,Hyperladder [I*

dNTP-Set (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

DTT (Dithiothreitol)

Ethanol fur die Molekularbiologie
Ethidiumbromid

FBS (fétales Rinderserum)

Lipofectamine 2000

Nocodazol

Passive Lysis Buffer (5 x)
Penicillin/Streptomycinlésung (100 x)
(10.000 U/ml Penicillin, 10.000 pg/ml Streptomycin)
Phenol

2. Material und Methoden

KH,PO,
KoHPO,
NacCl
EDTA

Glycylglycin, pH 7,8
MgSO,

DTT

EDTA

rATP

Tricin

(MgCO3)4sMg(OH), x 5 H,0
MgSO,

EDTA

DTT

Coenzym A

Luziferin

rATP

genzien

Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Bioline, Luckenwalde
Roth, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biotrend

Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Rabbit Reticolucyte Lysate (RRL)
Reaktionsgefalie
RNA-Marker ,RiboRuler”
RNA-Ladepuffer
rNTP-Set (rATP, rUTP, rGTP, rCTP)
Thymidin
Trypsin-EDTA (10 x)

(0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA)
WST1-Reagenz

2.9 Verzeichnis der Verbrauchsmaterialien

Blaukappen-Roéhrchen (15 ml + 50 ml)
Elektroporationskiivetten

ELISA Platten, 96-well
Luminometerrohrchen
Nitrilhandschuhe

Pipetten fur die Zellkultur (5 ml, 10 ml)
Pipettenspitzen (lose)

Pipettenspitzen (vorgesteckt)
Reaktionsgefalie

Sterilfilter

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellkulturplatten (6-well, 12-well, 24-well)
Zellkulturschalen

2.10 Verzeichnis der verwendeten Geréate

Agarose-Gelkammern

CO,- Brutschrank Serie CB
Elektroporator, ,Easyject Prima“
Elektroporator, ,,GenePulser Xcell*
ELISA-Reader ELx800
Geldokumentationssystem, ,GelDoc XR*
Heizblock ,AccuBlock™"
Isopropanol-Tank

Kahlzentrifuge ,Multifuge 3L-R”
Kuhlzentrifuge

Luminometer, ,Lumat LB9501"
Mikroskop Leica DM 12

PCR Thermocycler ,TProfessional”

2. Material und Methoden

Promega, Mannheim
Sarstedt, Nirmbrecht
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Greiner Bio-One
Biorad, Minchen
Greiner Bio-One
Sarstedt, Nirmbrecht
Ansell

BD Falcon

Sarstedt, Nirmbrecht
Sarstedt, NUirmbrecht
Sarstedt, Nurmbrecht
Millipore Corporation, USA
Greiner Bio-One
Sarstedt, Nirmbrecht
Sarstedt, Nurmbrecht

von Keutz, Reiskirchen
Binder, Tuttlingen
Equibio, England

Biorad, Minchen

BioTek, Bad Friedrichshall
Biorad, Mlinchen

Labnet International
Quallilab, Frankreich
Heraeus, Hanau
Beckmann Instruments, USA
Berthold, Bad Wildbach
Leica Microsystems
Biometra, Géttingen
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Sterilbank ,Hera Safe*
Tisch-Kihlzentrifuge Biofuge ,Fresco”
Tischzentrifuge Eppendorf 5415C
Vortex

Wasserbad

2.11 Verwendete Kits
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
NucleoBond AX 100
Pierce® Human in vitro Protein Expression Kit

for mMRNA Templates
RNeasy Mini Kit
Wizard® Plus SV Minipreps

2.12 Andere Enzyme
Alkalische Phosphatase, shrimp
GoTaqg Flexi DNA-Polymerase
PolyA-Polymerase

Proteinase K

SP6 RNA-Polymerase

T3 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase
Combizyme DNA Polymerase

2. Material und Methoden

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Bender und Hobein, Bruchsal
Julabo, Seelbach

GE Healthcare, Minchen
Macherey-Nagel, Diiren
Thermo Fisher Scientific, USA

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim
Promega, Mannheim
USB Corporation, Staufen
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitek, Berlin
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Der Einfluss der Hepatitis C Virus 3'-UTR auf d  ie Translation durch die IRES

des Hepatitis C Virus und Porcinen Teschovirus

Die Rolle der Hepatitis C Virus 3-UTR bei der Translation der viralen RNA wurde in der
Literatur bisher widerspruchlich diskutiert. Einige Studien zeigten keinen Effekt dieser Region
auf die IRES-abhéngige Translation (Fang und Moyer, 2000; Imbert et al., 2003). Andere
Wissenschaftler konnten eine inhibitorische Regulation der Translation durch die HCV 3'-
UTR nachweisen (Murakami et al., 2001). Allerdings wurde auch schon ein stimulatorischer
Effekt der 3'-UTR auf die Translation von HCV gezeigt (Song et al., 2006; Ito und Lai, 1998;
McCaffrey et al.,, 2002), wobei sich einige Studien nur auf eine mogliche Rolle der 3'X-
Region bezogen (Michel et al, 2001). Eine weitere Méglichkeit, die zu den unterschiedlichen
Resultaten bezlglich der Rolle der 3-UTR fiihren kénnte, ist die An- oder Abwesenheit von
authentischen 3-UTR-Enden. Es konnte gezeigt werden, dass zusatzlich an die 3'-UTR
angehéngte Nukleotide die Stimulation inhibieren kénnen (Song et al., 2006).

Das Porcine Teschovirus (PTV) wird aufgrund seiner Genomstruktur zwar den Picornaviren
zugeordnet, besitzt jedoch eine neue Klasse von IRES-Element innerhalb dieser Familie
(Kaku et al., 2001; Kaku et al., 2002). Die PTV IRES ist mit einer Lange von nur 280
Nukleotiden sehr viel kiirzer als die klassischen Picornavirus IRES-Elemente mit ungefahr
450 Nukleotiden. Aul3erdem unterscheidet sie sich von diesen unter anderem durch das
Fehlen von typischen Picornavirus IRES-Bereichen wie dem Polypyrimidin-Trakt
stromaufwarts des Initiations-Codons (Pisarev et al., 2004). In dieser Studie konnte auch
gezeigt werden, dass die PTV IRES groRe Ahnlichkeiten mit der HCV IRES beziiglich der
Verwendung von Initiationsfaktoren aufweist, so dass auch diese nur unter alleiniger
Verwendung von elF2 im terndren Komplex die Translation initieren kann und elF3 diese
verstarkt (vgl. Pestova et al., 1998). Ein Sequenzvergleich zwischen HCV und PTV IRES
zeigte eine hohe Identitat von 55 %, wobei einige Regionen besonders ahnliche konservierte
Bereiche besitzen (Pisarev et al., 2004). Dies ist zum Beispiel in den Bereichen der HCV
IRES Doméne Ill und dem Pseudoknoten der Fall, Regionen, fur die eine Interaktion der
IRES mit der ribosomalen 40S-Untereinheit und elF3 nachgewiesen werden konnte (Kieft et
al., 2001; Lukavksy et al., 2000, Easton et al., 2009). Die Ahnlichkeiten zwischen HCV und
PTV IRES beziehen sich also zum einen auf sequenzielle und strukturelle Gemeinsamkeiten
und zum anderen auf funktionelle Ahnlichkeiten beziiglich der Translationsinitiation und des
Bedarfs an Initiationsfaktoren (Pisarev et al., 2004, Chard et al., 2006a, 2006b). Computer-
Analysen von verschiedenen IRES Elementen innerhalb der Picornaviren zeigen allerdings
neben PTV noch weitere Viren, die eine solche HCV-&hnliche IRES besitzen. Dazu zahlen
zum Beispiel das Seneca Valley Virus (SVV) oder das Simian Picornavirus (SPV), welche in
der Struktur des Pseudokotens und in den Doméanen Ilid und llle sehr hohe Ahnlichkeiten zu
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HCV aufweisen (Hellen und de Breyne, 2007). Hier wird auch die Vermutung eines
rekombinanten Austausches von IRES-Elementen zwischen der Familie der Picornaviren
und den Flaviviren diskutiert. Ein schematischer Vergleich der beiden IRES-Elemente von
HCV und PTV ist in Abbildung 3.1 gezeigt.

3.1.1 Die HCV 3-UTR stimuliert die Translation von HCV und PTV IRES-

abhangiger Translation in vivo und in vitro

Es soll nun untersucht werden, ob die Stimulation der HCV IRES-abhéngigen Translation
durch die 3'-UTR spezifisch fur die HCV IRES ist oder ob es sich hierbei eher um einen
generellen Mechanismus der Translationsstimulation handelt. Durch die zusatzliche
Verwendung der PTV IRES soll aul3erdem geklart werden, ob sich diese IRES ebenso wie
die von HCV durch die HCV 3'-UTR in &hnlicher Form stimulieren Iasst.

Dazu wurden zunachst verschiedene Reporter-RNAs verwendet, die entweder die HCV 5'-
UTR oder die 5-UTR des Porcinen Teschovirus als Element der Translationsinitiation
besitzen.

b b

HCV 5°-UTR PTV 5°-UTR

lllc

[ld

Abbildung 3.1: Die Sekundarstrukturen der HCV- und PTV 5-UTR (Abbildung aus Bung,
Bochkaeva et al., 2010).

Um einen moglichen Effekt der HCV 3'-UTR auf die Effizienz der Translation von HCV
bestimmen zu kdnnen, werden jeweils Reporter-RNAs, die diese 3’-UTR besitzen, verglichen
mit RNAs, die direkt nach dem Reportergen, der Firefly Luciferase enden (siehe Abbildung
3.2). Um die RNAs zu generieren, wurden deshalb zunachst von den entsprechenden
Plasmiden, zwei unterschiedliche PCRs angesetzt, damit die DNA-Templates exakte Enden
besitzen. Nach der in vitro-Transkription wurden die Mengen der RNAs im Ansatz auf einem
Agarosegel bestimmt, da zum direkten Vergleich der RNAs mit und ohne HCV 3-UTR
gleiche Mengen (ca. 200 ng) in die Experimente eingesetzt werden missen.
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3'X
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HCV 3*-UTR
5[ Firefly Luciferase (Fluc) | ,
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3'X
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.qw y (Fluc) uc 3
5,----[ Firefly Luciferase (Fluc) |

Reportergen

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der verwend eten Reporter-RNAs. Die 5-UTR der RNA
enthalt entweder die HCV- oder die PTV 5-UTR. Alle Konstrukte enthalten als Reporter das Gen der
Firefly Luciferase. Am 3’-Ende befindet sich entweder die HCV 3’-UTR oder die RNA endet direkt nach
dem Reportergen. Abbildung modifiziert nach Bung, Bochkaeva et al., 2010.

Die verschiedenen in vitro-transkribierten Reporter-RNAs wurden nach dem Mengenabgleich
mit Hilfe eines Agarose-Gels zunéachst in die in vitro-Translation eingesetzt. Diese wurde in
Kaninchen-Retikulozyten-Lysat (engl. ,Rabbit Reticulocyte Lysate“, RRL) durchgefuhrt und
danach die Aktivitat des exprimierten Reporterproteins gemessen.
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HCV-3'UTR HCV +3'UTR PTV-3 UTR PTV+3 UTR

i
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rel. Stimulation

Abbildung 3.3: In vitro-Translation der Reporter-RNAs in RRL.  Vergleich der Reporterexpression
(Firefly Luciferase) der RNA-Konstrukte mit HCV- oder PTV 5-UTR ohne bzw. mit HCV 3'-UTR. Die
Werte der RNAs ohne 3-UTR wurden gleich 1 gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung.

Der Effekt der HCV 3'-UTR auf die IRES-abhéngige Translation wird nun durch den direkten
Vergleich der beiden Reporter-RNAs messbar. Im RRL-System zeigt die HCV 3-UTR eine
Stimulation der Aktivitat der HCV IRES von 2,8-fach und bei der PTV IRES eine ahnliche
Stimulation von 3,2-fach (siehe Abbildung 3.3).

52



3. Ergebnisse und Diskussion

Um zu testen, ob dieser Effekt auch in vivo festzustellen ist, wurden die Reporter-RNAs in
Zellen transfiziert. Dazu wurden eine Hepatomzelllinie (Huh7-Zellen) und eine Nicht-
Hepatomzelllinie (HelLa-Zellen) verwendet, um zuséatzlich zu testen, ob eine mogliche
Stimulation durch die HCV 3-UTR zelltypabhéngig ist. Die Transfektion in beide Zelllinien
erfolgte durch Lipofektion, also die Bildung von RNA-Lipidkomplexen und Aufnahme in die
Zelle durch lipid-vermittelte Endozytose. Die Messung der Reporteraktivitat erfolgt nach 4
Stunden Inkubation und anschlieRender Zelllyse.

120,0 +

89,4 88,5
90,0 -

O Huh7

60,0 4 51,1
@ Hela

rel.Stimulation

30,0

10 10 10 1,0

0,0

HCV -3'UTR  HCV +3'UTR PTV - 3 UTR PTV+ 3 UTR

Abbildung 3.4: Effekt der HCV 3'-UTR auf die Transl ation in Huh7- und HelLa-Zellen. Reporter-
RNAs mit HCV- oder PTV 5-UTR jeweils mit oder ohne HCV 3'-UTR wurden in Zellen transfiziert. Die
Aktivitat des Luciferase-Reporters wurde nach der Zelllyse 4 Stunden nach der Transfektion
gemessen. Die Werte der RNAs ohne HCV 3'-UTR wurden gleich 1 gesetzt.

In  beiden Zelllinien, sowohl in der Hepatomzelllinie Huh7 als auch in der
Zervixkarzinomzelllinie HelLa, konnte ein stimulatorischer Effekt der HCV 3'-UTR gefunden
werden. In Huh7-Zellen zeigt sie fir die HCV IRES eine fast 90-fache Stimulation; &hnliche
Werte wurden auch fur die PTV IRES gefunden. In HeLa-Zellen konnte eine Stimulation von
ungefahr 50-fach fur die HCV- und 90-fach fur die PTV IRES gezeigt werden.

Verglichen mit den Stimulationen, die bei der Translation im Retikulozytenlysat gefunden
wurden, zeigt sich in beiden Zelltypen in vivo eine sehr viel hohere Stimulation, die sich im
Vergleich zur in vitro-Translation zum Teil um den Faktor 30 unterscheidet.

Diskussion

Bei dem hier verwendeten Reporterkonstrukt mit HCV 5-UTR und HCV 3’-UTR handelt es
sich das gleiche Plasmid, das bereits in der Studie von Song et al., 2006 eingesetzt wurde.
Auch die Herstellung des Templates mit exaktem Ende stromabwarts des Luciferase-Gens
beziehungsweise hinter der 3'-UTR durch die PCR erfolgte hier nach dem gleichen Protokoll.
Ein experimenteller Unterschied ist hier nur bei der Verwendung der Primer in der PCR fur
die Herstellung des Templates zu finden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer
waren etwas langer und besitzen somit eine héhere Schmelztemperatur, was jedoch auf die
Eigenschaften des hergestellten PCR-Fragments keinen Einfluss haben sollte. Nach
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Messung der Reporter-Aktivitdten der unterschiedlichen RNAs unterschieden sich die
Ergebnisse hier jedoch maf3geblich von denen aus der vorherigen Studie. Zwar konnte hier
die stimulatorische Wirkung der HCV 3'-UTR auf die IRES-abhéangige Translation bestatigt
werden, jedoch unterscheiden sich die Werte der gefundenen Stimulationen wesentlich. In
der Studie von Song et al. wird eine zelltypabhangige Translationsstimulation auf die HCV
IRES durch ihre 3'-UTR beschrieben, die in Huh7-Zellen 25-fach, in HeLa-Zellen 1,3-fach, in
HepG2-Zellen 17-fach und in BHK-21-Zellen 4-fach betragt. Die Autoren schlieRen aus den
Daten auf eine leberspezifische Stimulation der Translation durch die HCV 3’-UTR. In deren
Studie konnte auch ein Effekt der HCV 3'-UTR auf die HCV IRES in vitro im RRL nicht
nachgewiesen werden, wohingegen hier in dieser Arbeit eine im Vergleich zu den in vivo-
Experimenten zwar geringe, aber signifikante Stimulation der Translation gefunden wurde.
Woraus ein solcher gravierender Unterschied zwischen den beiden Studien resultiert, sowohl
bei den in vitro- als auch den in vivo-Experimenten, konnte letztendlich nicht geklart werden.
Auch die Verwendung der gleichen, kirzeren Primer wie in der Studie von Song et al.
brachte hier keine Angleichung der Messergebnisse.

3.1.2 Eine Sequenzverlangerung nach dem Reportergen wird fur eine korrekte

Translation benotigt

Um zu testen, ob die hier festgestellten recht hohen Stimulationswerte durch die 3-UTR
dadurch zustande kommen, dass in dem Reporter ohne 3'-UTR nach dem Luciferase-ORF
gar keine Sequenz mehr folgt, wurde ein Plasmid kloniert, in dem die Sequenz der HCV 3'-
UTR durch eine willkirlich ausgewahlte Plasmid-Sequenz ohne bekannte Funktion in der
Translation ersetzt wurde. Die PCR fir die Synthese des neuen DNA-Templates wurde nun
mit einem Primer durchgefiihrt, der im Plasmid ungefahr 200 Nukleotide hinter dem Ende der
Firefly Luciferase-Sequenz bindet. Dies entspricht in etwa der Lange der HCV 3'-UTR. Eine
Darstellung der HCV RNAs mit Verlangerung ist in Abbildung 3.5 gezeigt. Neben der HCV 5'-
UTR wurde auch die PTV 5-UTR in der gleichen Weise eingesetzt (Konstrukte hier nicht
gezeigt).

VR 3X
HCV 3°-UTR
5[ Firefly Luciferase (Fluc) I .
uc 3
5[ Firefly Luciferase (Fluc) I ca. 200 nt

Reportergen unspezifische Sequenz

Abbildung 3.5: Die HCV-Reporter-RNAs mit 3-UTR bez iehungsweise 200 Nukleotiden
Sequenzanhang. Am 5’-Ende der RNAs befindet sich die HCV 5-UTR, am 3-Ende entweder die
HCV 3-UTR oder ungeféahr 200 Nukleotide unspezifische Plasmid-Sequenz. Alle Konstrukte tragen
die Firefly Luciferase-Sequenz als Reportergen. Abbildung modifiziert nach Bung, Bochkaeva et al.,
2010.

54



3. Ergebnisse und Diskussion

Die Reporter-RNAs mit HCV- und PTV 5-UTR und HCV 3-UTR beziehungsweise der
Verlangerung mit unspezifischer Plasmid-Sequenz wurden nun in Zellen transfiziert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten werden die Huh7- und Hela-Zellen lysiert und die Firefly
Luciferase Aktivitat gemessen, um den optimalen Zeitpunkt fir die Messungen zu ermitteln.
Die Messung der Reportergen-Aktivitat erfolgte nach 2, 4, 6 und 8 Stunden.
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0
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Abbildung 3.6: Kinetik der HCV- und PTV-Reporter RN As mit und ohne HCV 3-UTR in Huh7-
Zellen. Die Reporter-RNAs mit HCV- und PTV 5-UTR mit und ohne HCV 3-UTR wurden in Zellen
transfiziert, die Zellen nach 2, 4, 6 und 8 Stunden lysiert und die Firefly Luciferase Aktivitat in den
Extrakten gemessen. Dargestellt sind hier die Kinetiken in Huh7-Zellen. RLU = relative light units

Die Messungen, die im Abstand von je 2 Stunden durchgefiihrt wurden, zeigen zunachst,
dass in Huh7-Zellen die Reporterexpression bis zu 6 Stunden nach der Transfektion ansteigt
und danach wieder absinkt (siehe Abbildung 3.6). Dieser Effekt tritt sowohl bei der
Translation durch die HCV- als auch durch die PTV-IRES auf und unabh&ngig davon, ob die
HCV 3'-UTR anwesend ist oder nicht. Die Transfektion der gleichen RNAs in HelLa-Zellen
zeigte einen Anstieg der Luciferase-Aktivitat bis zum Messpunkt von 4 Stunden nach der
Transfektion, zu spateren Zeitpunkten fallt die Aktivitdt wieder ab (Daten hier nicht gezeigt).
Der optimale Zeitpunkt fur die Zelllyse scheint also zwischen 4 und 6 Stunden nach der
Transfektion zu liegen. Fur die nachfolgenden Experimente wurde der Zeitpunkt von 4
Stunden nach Transfektion fur die Zelllyse gewahlt.
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Durch den Anhang einer unspezifischen RNA-Sequenz an den ORF des Reportergens hat
sich also die Reporter-Expression erhoht, so dass im Vergleich zu den Konstrukten mit der
HCV 3'-UTR, die unverandert geblieben sind, die relative Stimulation durch die HCV 3-UTR
auf die IRES abgenommen hat.

Aulerdem zeigt hier die Transfektion der verlangerten Reporterkonstrukte mit 200
Nukleotiden unspezifischem Sequenzanhang an der Firefly Luciferase im Vergleich zu den
Konstrukten mit HCV 3-UTR eine sehr viel niedrigere Stimulation durch die 3-UTR
(vergleiche Abbildung 3.4). Die Stimulationswerte liegen hierbei in Huh7-Zellen bei ungefahr
5 - 6-fach, in HeLa-Zellen bei ca. 3 — 4-fach.

Nach dieser Verlangerung der Reporterkonstrukte ohne HCV 3'-UTR wurden die RNAs mit
HCV und PTV IRES jeweils entweder mit 200 Nukleotiden unspezifischer Sequenz am 3'-
Ende oder mit der HCV 3'-UTR erneut in der in vitro-Translation in RRL getestet. Auch hier
wurden gleiche Mengen der jeweiligen RNA eingesetzt, um die Expression der Konstrukte
miteinander vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 3.7: In vitro-Translation der Reporter-RNAs mit Verlangerung der Konstrukte ohne
HCV 3-UTR in RRL. Vergleich der Reporterexpression (Firefly Luciferase) der RNA-Konstrukte mit
HCV- oder PTV 5'-UTR ohne bzw. mit HCV 3'-UTR. Die RNAs ohne HCV 3'-UTR besitzen einen 200
Nukleotide Anhang. Die Werte der RNAs ohne 3'-UTR wurden gleich 1 gesetzt. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung.

Nach der Veranderung der RNA-Konstrukte ohne HCV 3'-UTR zeigt die Translation im
Kaninchenlysat keine Stimulation durch die 3'-UTR mehr (siehe Abbildung 3.7). Vor der
Verlangerung konnte in diesem System eine Translationsstimulation sowohl auf die HCV-
IRES als auch auf die PTV-IRES von ungefahr 3-fach nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
3.3). Vermutlich spielt hier eine verbesserte Termination bei den Reporter-RNAs mit
Verlangerung nach dem Firefly-Luciferase Gen eine Rolle, so dass die Luciferase-Messwerte
dieser RNAs hoher wurden. Die bei den RNAs ohne Verlangerung nach dem ORF im RRL
gefunden Stimulationen durch die HCV 3-UTR scheinen keine Stimulationen der IRES-
abhangigen Translation zu sein, sondern eine Repression der Translation der RNAs ohne 3'-
UTR.

56



3. Ergebnisse und Diskussion

Wie in den Kinetiken schon gezeigt werden konnte, ist bei der Transfektion der veranderten
Reporter-RNAs in Zellen eine hohere Genexpression sowohl bei den HCV- als auch bei den
PTV-Konstrukten im Vergleich zu den RNAs ohne 200 Nukleotide Verlangerung am 3’-Ende
der RNA zu sehen (siehe Abbildung 3.6). Um dies noch mal zu bestéatigen, wurden die
Transfektionen in voneinander unabhangigen Experimenten wiederholt. Dazu wurde fir
jeden Versuch eine neue Transkription aller RNAs mit anschlieRendem Mengenvergleich auf
einem Agarosegel durchgefiihrt. Die Zelllyse erfolgte 4 Stunden nach der Transfektion.
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Abbildung 3.8: Effekt der HCV 3'-UTR auf die HCV- u nd PTV IRES nach Verlangerung der
Konstrukte ohne 3-UTR in vivo. Translation der RNA Konstrukte mit HCV- bzw. PTV IRES mit oder
ohne HCV 3’-UTR in Huh7- und HelLa-Zellen. Die RNAs ohne HCV 3'-UTR enthalten 200 Nukleotide
unspezifische Plasmid-Sequenz am 3’-Ende. Die Zelllyse und Messung der Firefly Luciferase erfolgte
4 Stunden nach der Transfektion.

Hier konnte in insgesamt acht unabhangigen Experimenten der stimulatorische Effekt der
HCV 3’-UTR auf die Translation der HCV und der PTV IRES gezeigt werden. Die Stimulation
in Huh7-Zellen betragt fur die HCV IRES 6,5-fach und fir die PTV IRES zeigt sich eine
ahnliche Stimulation von 6,9-fach. In HeLa-Zellen wird die Aktivitat der HCV IRES 6,2-fach
stimuliert, die Translation der PTV IRES zeigt eine etwas geringere Stimulierbarkeit durch die
HCV 3'-UTR von 4,5-fach (siehe Abbildung 3.8). Die zusatzliche 200-Nukleotid-Verlangerung
der Konstrukte ohne HCV 3’-UTR bewirkt eine sehr starke Reduktion der Stimulationswerte.
Ohne die Verlangerung lagen die Stimulationen in Huh7-Zellen bei ungefahr 95-fach und in
HelLa-Zellen bei 50- bzw. fast 90-fach (vgl. Abbildung 3.4). Die Reduktion der Stimulation
kommt durch hohere Firefly Luciferase Werte nach der Veranderung der Konstrukte ohne 3'-
UTR zustande, da die Konstrukte mit HCV 3'-UTR unverandert blieben.

Um nun zu Uberprifen, ob es bei der Transfektion der RNAs durch Lipofectamine zu den
gemessenen Unterschieden in der Expression der Reporter-RNAs kommt, werden die
verschiedenen RNA-Konstrukte in Zellen ohne den Einsatz von Lipiden elektroporiert. Somit
soll ausgeschlossen werden, dass die gemessenen Stimulationswerte durch die HCV 3-UTR
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nur durch eine effizientere Lipofektion oder Entlassung der RNAs mit HCV 3'-UTR zustande
kommen. Die Elektroporation wurde in Huh7- und HEK293 Zellen (menschliche embryonale
Nierenzellen) durchgefuhrt. HeLa-Zellen konnten in der vorliegenden Arbeit nur sehr schlecht
durch Elektroporation transfiziert werden und starben tberwiegend wéahrend oder nach der
Elektroporation, so dass diese nur sehr niedrige und nicht auswertbare Daten lieferten.
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Abbildung 3.9: Stimulation von HCV- und PTV IRES du rch die HCV 3-UTR nach
Elektroporation. Gleiche Mengen der jeweiligen RNA-Konstrukte wurden durch Elektroporation in
Huh7- und HEK293 Zellen transfiziert. Die Messung der Reportergen-Expression erfolgte nach 4
Stunden.

Durch die Transfektion der RNA-Reporterkonstrukte mit Hilfe der Elektroporation, also
lipidunabhangig, konnte die Stimulation durch die HCV 3-UTR bestétigt werden. Die
Stimulationswerte in Huh7-Zellen entsprechen hier in etwa denen, die mit Hilfe von
Lipofectamine transfiziert wurden, namlich 5,4-fach fur HCV- und 5,2-fach fur PTV IRES-
abhéangige Translation. Die Transfektion der humanen Nierenzelllinie zeigte eine etwas
geringere Stimulation fur die HCV IRES (2,7-fach) und eine 4,5-fache Stimulation der PTV
IRES.

Diskussion

Nach der Verlangerung der Reporter-RNAs um 200 zusatzliche Nukleotide stromabwarts des
Firefly-Reportergens sinken die relativen Stimulationswerte durch die HCV 3-UTR in vivo
und sind im RRL sogar nicht mehr zu sehen. Dies scheint an einer erhOhten Expression der
Konstrukte ohne HCV 3-UTR zu liegen. Diese Tatsache lasst vermuten, dass bei der
Translation ohne RNA-Sequenz nach dem Reportergen, die Ribosomen am 3’-Ende der
RNA eventuell nicht effektiv von der Nukleinsaure dissoziieren und recycelt werden kdnnen,
so dass dabei niedrigere Expressionswerte gemessen werden. In der Studie von Song et al.
wurde zwar eine zusatzliche 15 Nukleotid-Sequenz an das Gen der Fluc angehéngt, jedoch
zeigte diese keinen Unterschied in der Expression im Vergleich zur RNA ohne diese
Verlangerung. Dies lasst vermuten, dass 15 zusatzliche Nukleotide nicht ausreichen, um
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einen Effekt zu sehen und dass fur eine korrekte Termination der Translation mehr
Nukleotide hinter dem Reportergen notwendig sind. Die hier anhand der neuen Reporter
RNAs ermittelten Stimulationswerte durch die HCV 3'-UTR sind allerdings nun besser mit
den Resultaten der Studie von Song et al. zu vergleichen. Auch hier konnte nun keine
Stimulation im RRL mehr gefunden werden. Trotzdem kann die dort festgestellte Zelltyp-
Spezifitét hier nicht nachgewiesen werden, da die sich hier ahnliche Stimulationswerte in
Leberzellen und Nicht-Leberzellen zeigen. Wie diese Unterschiede zu erklaren sind, konnte
nicht gezeigt werden. Der Effekt der Translationsstimulation durch die HCV 3'-UTR ist also
auch neben Huh7- und HelLa-Zellen in HEK293 Zellen zu beobachten. AuRerdem zeigen die
Elektroporations-Experimente, dass dieser Effekt nicht durch Unterschiede in der
Transfektion der RNA-Konstrukte zustande kommt, sondern dass es sich um eine
tatsachliche Translationsstimulation handelt. Da diese nicht nur in der Hepatomzelllinie,
sondern auch in der Zervixkarzinom- und Nierenzelllinie zu erkennen ist, scheint es sich
hierbei nicht um einen zelltypabhangigen, sondern eher um einen universellen Effekt der
Stimulation zu handeln. Eine erhohte Translation der viralen RNA durch die HCV 3-UTR
scheint also kein entscheidender Faktor fur eine Zellspezifitdt des Virus zu sein.

Um zu Uberprifen, dass die gemessenen Stimulationen tatsachlich auf Translationsebene
stattfinden und nicht durch eine vermehrte Degradation des Konstrukts ohne HCV 3'-UTR
zustande kommen, wurde eine RNA-Stabilitdtskontrolle durchgefiihrt. Daflr wurde nach
Transfektion der Reporter RNAs nach verschiedenen Zeitpunkten von zwei bis acht Stunden,
eine Reextraktion der RNA aus den Zellen und eine Mengenbestimmung mit Hilfe der
guantitativen real-time PCR vorgenommen. Die Daten (gezeigt in Bung, Bochkaeva et al.,
2010) lassen keine Unterschiede in der Degradation der unterschiedlichen Konstrukte
erkennen. Dies deckt sich mit der Stabilitatskontrolle aus Song et al., wo ebenfalls keine
Unterschiede nach Reextraktion der RNA und darauf folgendem ,RNase-Protection Assay*
detektiert wurden.

3.1.3 Verschiedene Deletionen innerhalb der HCV 3’- UTR reduzieren die
Stimulation der Translation von HCV und PTV IRES

Bisher konnte hier der stimulatorische Effekt der HCV 3'-UTR auf die IRES von HCV und
PTV nachgewiesen werden. Es soll nun tberprtft werden, welche Bereiche der HCV 3-UTR
an diesem Effekt beteiligt sind.

Die HCV 3-UTR besteht aus drei verschiedenen Regionen (siehe Abbildung 1.5), einer
variablen Region, einem PolyU/C-Trakt und der 3'’X Region mit insgesamt drei Stem-loops,
SL1-3. Um zu testen, welcher Bereich fir die Translationsstimulation am wichtigsten ist,
wurden Mutanten der 3'-UTR hergestellt und in die Konstrukte mit HCV- und PTV IRES
kloniert. Es handelt sich hierbei um Deletionen der einzelnen Bereiche der HCV 3’-UTR und
um eine Mutation, in der die variable Region zusammen mit dem PolyU/C-Trakt deletiert ist.
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Die entsprechenden RNAs wurden zusammen mit der RNA ohne HCV 3’-UTR in Huh7 und
HeLa-Zellen transfiziert.
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Abbildung 3.10: Effekt der HCV 3'-UTR Mutanten auf  die IRES-abhéngige Translation der HCV
IRES (A) und PTV IRES (B). Transfektion der RNA-Konstrukte mit mutierter HCV 3'-UTR im Vergleich
zu RNAs ohne oder mit vollstandiger HCV 3'-UTR in Huh7- und HelLa-Zellen. Die Werte ohne 3'-UTR
wurden gleich 1 gesetzt. dVR = Deletion der variablen Region; dUC = Deletion des PolyU/C-Trakts;
dVUC = Deletion der variablen Region und des PolyU/C-Trakts; dSL1-3 = Deletion der 3'X Region,
stem-loops 1-3.

Die Deletionen innerhalb der HCV 3-UTR bewirken in Kombination mit beiden IRES-
Elementen (HCV und PTV IRES) in Dbeiden Zelllinien eine Reduktion des
translationsstimulierenden Effekts (siehe Abbildung 3.10). Der starkste Verlust an Stimulation
ist durch die Deletion der 3'X-Region zu beobachten. Diese fiihrt zu einer Reduktion der
Stimulation von ungeféahr 70 % bei der HCV IRES und 50 % bei der PTV IRES. Einen
vergleichsweise geringen Effekt zeigt die Deletion der variablen Region, was schlieBen lasst,
dass diese bei der Translationsstimulation nur einen geringen Einfluss hat. Einen etwas
starkeren Effekt zeigt die Mutation des PolyU/C-Trakt, gefolgt von der Kombination aus
PolyU/C-Trakt und variabler Region.
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Diskussion

Alle vier Deletionen bewirken eine Reduktion der Translationsstimulation durch die HCV 3'-
UTR, allerdings in unterschiedlicher Auspragung. Ahnliche Versuche fiir die Stimulation der
HCV IRES in Huh7-Zellen wurden auch schon von Song et al. durchgefiihrt. Dort konnte
ebenfalls eine deutliche Reduktion der Stimulation nachgewiesen werden, die jedoch héher
ausfallt als in den hier durchgefiihrten Versuchreihen. Alle oben aufgefiihrten Mutanten
zeigten in der Studie von Song nur noch eine Stimulation von 12 - 17 % im Vergleich zum
HCV 3’-UTR Wildtyp, wobei auch dort die Deletion der 3'-X Region die deutlichste Reduktion
zeigte. Wie auch hier der quantitative Unterschied zwischen beiden Studien zu erklaren ist,
konnte nicht gezeigt werden.

Da die hier verwendeten 3-UTR-Mutanten auch zum Teil eine Anderung der
Sekundarstruktur am 3’-Ende beinhalten, ist eine erleichterte Degradation durch
Exonukleasen eine magliche Erklarung fiir die Reduktion der Translation, da sich eventuell
vor exonukleolytischem Abbau schitzende Sekundéarstrukturen durch die Mutationen
verandert haben. Song et al. konnten jedoch durch RNA-Reextraktion und anschlie3enden
.RNase-Protection Assay“ zeigen, dass die Unterschiede in der Translationseffizienz der
Mutationen nicht mit Unterschieden in der RNA-Stabilitat erklart werden kénnen. Da
aul3erdem hier auch die Deletionen von internen Regionen der HCV 3'-UTR einen deutlichen
Verlust an Translationsstimulation zeigen, lasst sich vermuten, dass nicht die veranderten
Bedingungen am 3'-Ende der RNA fir 3-Exonukleasen die Reduktion der Translation
auslosen.

Zusétzlich wurden auch hier die Transfektionen, die mit Hilfe von Lipofektion durchgefuhrt
wurden, durch Elektroporationen bestatigt, so dass auch hier Unterschiede zwischen den
Reporter-RNAs ausgeschlossen werden kénnen.

Die oben gezeigten Daten weisen also darauf hin, dass alle drei Bereiche der HCV 3-UTR
an der Stimulation der Aktivitat der IRES-Elemente beteiligt sind, jedoch in unterschiedlich
starkem Ausmal. Eine mogliche Erklarung fur diesen Effekt kann die Bindung von
verschiedenen Proteinen an die HCV 3'-UTR sein, die eine 5-3'-Interaktion vermitteln. Da
sowohl die HCV IRES als auch die HCV 3-UTR eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine
binden, kann es im Falle einer Deletion einer bestimmten Region zu einer geschwéchten
Interaktion der RNA-Enden durch eine fehlende Proteinbindung kommen. Da die ermittelten
Daten ahnliche Muster in Leber- und Nicht Leberzellen zeigen, liegt der Verdacht nahe, dass
es sich hierbei um eine ubiquitére Interaktion handelt.

Fazit

Die HCV 3-UTR stimuliert die Translation sowohl der HCV- als auch der ihr strukturell und
funktional ahnlichen PTV IRES. Diese Stimulation findet in allen getesteten Zelltypen statt,
was darauf hinweist, dass die HCV 3'-UTR nicht an der Leberspezifitat des Virus beteiligt ist.
Die Translationsstimulation konnte allerdings ausschliel3lich in vivo gezeigt werden. Im
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Retikulozytenlysat werden die Reporter-RNAs zwar sehr effektiv translatiert, moglicherweise
fehlen in diesem Translationssystem jedoch eventuelle Faktoren, die an der Stimulation der
Translation durch die HCV 3'-UTR beteiligt sind. Des Weiteren zeigen Deletion innerhalb der
HCV 3'-UTR, dass alle Regionen der HCV 3’-UTR an der Stimulation der Aktivitat der IRES
in unterschiedlichem Ausmalfie beteiligt sind.

3.2 Einfluss eines Poly(A)-Anhangs auf die Translat  ion

Welchen Effekt ein Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der RNA auf die IRES abhangige
Translation hat, wird in der Literatur bisher zum Teil kontrovers diskutiert. Schon fir
verschiedene IRES-Elemente konnte in in vitro-Studien eine stimulatorische Wirkung eines
Poly(A)-Schwanzes auf die Translation gezeigt werden. Dazu gehotren beispielsweise die
IRES des Poliovirus, ein Virus, welches natirlicherweise einen Poly(A)-Anhang an seinem
3-Ende der RNA tragt, oder die IRES von EMCV (Bergamini et al., 2000, Michel et al.,
2001). Es konnte auch in vitro nachgewiesen werden, dass ein Poly(A)-Anhang von 50 A-
Resten einen stimulatorischen Effekt auf die Aktivitat der HCV IRES in
translationskompetentem Hela-Extrakt besitzt (Bradrick et al., 2007). In anderen Studien
hingegen konnte keine stimulatorische Wirkung eines Poly(A)-Anhangs auf die HCV IRES-
abhangige Translation gezeigt werden (Svitkin et al., 2001; Michel et al., 2001; Paulous et
al., 2003).

Auch ein Effekt des Poly(A)-Endes auf die cap-abhangige Translation in vivo und in vitro
wurde in der Literatur beschrieben. Dabei zeigt sich oftmals eine synergistische Stimulation
der Translation durch die 5’-Cap Struktur und den Poly(A)-Schwanz am RNA 3’-Ende (Gallie
1991; Preiss und Hentze 1998, Michel et al., 2000).

In den folgenden Experimenten wurde der Effekt eines Poly(A)-Anhangs von 50 A-Resten
sowohl auf die cap- als auch auf die IRES-abhéngige Translation von verschiedenen IRES
Typen in vivo und in vitro getestet.

3.2.1 Ein Poly(A)-Anhang von 50 A stimuliert die IR ES-abhéngige Translation

Wie fur Picornaviren Ublich besitzt das Pocine Teschovirus einen Poly(A)-Anhang an seinem
3’-Ende der viralen RNA. Um nun zu Uberprifen, ob wie bei zellularen mRNAs der Poly(A)-
Anhang die Translation der HCV und PTV IRES ebenfalls stimulieren kann, wurden die
RNAs nach der unspezifischen Sequenz um einen 50(A)-Anhang verlangert. Dieser wurde
per PCR hergestellt, so dass das das zu transkribierende Template eine Verlangerung von
50(T) hatte. Der Vorteil dieser Methode der Polyadenylierung ist, dass nach der Transkription
dieses Templates alle RNAs immer einen identisch langen Poly(A)-Anhang besitzen. Die
alternative Methode zur Generierung von polyadenylierten RNAs ist der Einsatz eines
Enzyms, der Poly(A)-Polymerase, die unter Einsatz von rATP, je nach Inkubationszeit und
eingesetzter RNA distributiv Poly(A)-Schwanze am RNA 3'-Ende anfugt. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass es mdglich ist, langere Poly(A)-Anhange zu erzeugen, der Nachteil besteht
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allerdings darin, dass bei jeder Polyadenylierung die Lange der erzeugten A-Anhange im
Vorfeld nicht genau bestimmt werden kann. Um sicherzustellen, dass in den folgenden
Experimenten immer die gleiche Poly(A)-Anhang-Lange eingesetzt wird und die
Versuchsreihen somit untereinander vergleichbar sind, wurden die Versuche zunachst auf
einen durch PCR hergestellten 50er Poly(A)-Anhang beschrankt.

5' = | Firefly Luciferase (Fluc) | —————— Poly(A) 3

unspezifische Sequenz

5, . , Poly(A) 3
- | Firefly Luciferase (Fluc) | ——— y(A)

unspezifische Sequenz

Reportergen

Abbildung 3.11: Die Reporter-Konstrukte mit Poly(A) -Anhang. Den Reporter RNAs mit HCV bzw.
PTV IRES wurden nach der unspezifischen Sequenz eine 50(A)-Verlangerung angehéangt. Abbildung
modifiziert nach Bung, Bochkaeva et al, 2010.

Die oben dargestellten polyadenylierten RNAs mit HCV- bzw. PTV IRES wurden zusammen
mit den RNAs, die ausschlie3lich die unspezifische Plasmid-Sequenz enthalten, nach der
Transkription in Huh7- und HelLa-Zellen transfiziert, um den Effekt des Poly(A)-Anhangs in
vivo zu Uberprifen.

10,0 -
9,0 1
8,0 -
7,0 1
6.07 @ Huh?
501 m HelLa
4,0

rel. Stimulation

3,0 4
2,0 4

o [T
0,0

HCV - PA HCV +50 A PTV - PA PTV +50 A

Abbildung 3.12: Stimulation vom HCV- und PTV IRES d urch Poly(A)-Anhang. Gleiche Mengen
der jeweiligen RNA-Konstrukte mit oder ohne Poly(A)-Ende wurden in Huh7 und HelLa-Zellen
transfiziert. Die Messung der Reportergen-Expression erfolgte nach 4 Stunden.

Die Messung der Reportergen-Aktivitat fur die RNA-Konstrukte mit beziehungsweise ohne
Poly(A)-Ende zeigt in beiden Zelllinien eine Stimulation beider IRES-Elemente durch das
Anhangen von 50 A-Resten an die unspezifische Sequenz. Die oben gezeigten Daten fir die
PTV Konstrukte stammen aus der Veroffentlichung (Bung, Bochkaeva et al., 2010), die im
Rahmen der Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Ivan Shatsky im deutsch-
russischen Graduiertenkolleg 1384 entstanden ist.
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Die Stimulation der HCV IRES-abhangigen Translation durch den Poly(A)-Anhang betragt in
Huh7-Zellen 4,7-fach, in HeLa-Zellen 6,2-fach. Die gemessene Stimulation der Aktivitat der
PTV IRES hingegen liegt bei beiden Zelllinien bei ungefahr 2,6-fach, was etwas unterhalb
der Werte fir die HCV IRES ist.

Diskussion

Ein direkter Vergleich der Stimulation der beiden IRES-Elemente durch den Poly(A)-Anhang
ist an dieser Stelle nicht mdglich, da sich die Konstrukte neben der IRES auch in anderen
Details unterscheiden. In den PTV-Konstrukten (,PTV3'UTR" und ,PTVSV40"), welche im
Labor der AG Shatsky in Moskau hergestellt und verwendet wurden, befindet sich
beispielsweise eine Luciferase—Sequenz, die sich am 3’-Ende in einigen Nukleotiden von der
in der AG Niepmann verwendeten Nukleotid-Sequenz unterscheidet. Trotzdem sind beide
Luciferasen funktionstiichtig. Ein weiterer Unterschied ist die verwendete unspezifische
Sequenz nach dem Reportergen. Im Gegensatz zu der hier eingesetzten unspezifischen
Plasmid-Sequenz tragen die Plasmide der russischen Arbeitsgruppe eine SV40-Sequenz.
Diese Sequenz beinhaltet den Bereich der Nukleotide 2538 — 2759 des Simian-Virus 40,
einem Polyomavirus. Die in den Konstrukten verwendete Sequenz von ungefahr 220
Nukleotiden liegt im SV40-Genom zum Teil in den codierenden Regionen des T-Antigens
und des viralen Proteins 1 (VP1), beinhaltet aber auch den Sequenzbereich dazwischen, der
mehrere Polyadenylierungs-Signale enthalt. Da in der vorliegenden Arbeit allerdings in-vitro-
transkribierte  RNAs transfiziert wurden, sollten die Polyadenylierungs-Signale keinen
Einfluss auf die Translationseffizienz zeigen.

Es lasst sich aber zusammenfassend feststellen, dass sowohl die Translation der HCV als
auch der PTV IRES durch einen Poly(A)-Anhang von 50 A stimulierbar sind, nur ein exakter
gquantitativer Vergleich ist an dieser Stelle nicht mdglich. Die Ergebnisse fir die
Stimulierbarkeit der Translation an der HCV IRES decken sich somit mit den in anderen
Studien gefunden Stimulationen. Jedoch ist hier anzumerken, dass diese Studien im
Gegensatz zu den hier gezeigten Versuchesreihen oft in vitro durchgefihrt wurden,
beispielsweise in translationskompetenten HelLa- oder Hefe-Extrakten (Preiss und Hentze
1998; Bergamini et al., 2000; Bradrick et al., 2007).

Da die HCV und die PTV IRES sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer Funktion, zum
Beispiel bezlglich ihrer Anforderungen an Initiationsfaktoren fir die Translation, eine hohe
Ahnlichkeit besitzen, wurde die Stimulierbarkeit einer mit diesen beiden IRES-Elementen
nicht verwandten IRES untersucht. Dazu diente in unserem Fall die IRES des
Enzephalomyokarditis-Virus (EMCV). Diese Typ Il IRES hat sowohl strukturell als auch
funktionell keine Verwandtschaft zur HCV IRES (siehe Abbildung 1.8). Durch den Einsatz
einer solchen IRES sollte geklart werden, ob es sich um eine IRES-spezifische oder eher
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unspezifische Stimulation der Translation durch die HCV 3-UTR beziehungsweise durch den
Poly(A)-Anhang handelt.

Um dies zu testen, wurde die HCV IRES in den Reporterkonstrukten durch die EMCV IRES
ersetzt und die RNAs entweder mit HCV 3'-UTR, unspezifischer Sequenz oder dem 50 A-
Anhang in Zellen transfiziert.

3,0

2,5

2,0

—
——

1,5

rel. Stimulation

1,0

0,5

0,0

EMCV - 3' UTR EMCV +50 A EMCV +3'UTR

Abbildung 3.13: Transfektion der EMCV RNA Reporterk onstrukte in Huh7-Zellen. Die
Reporterkonstrukte mit EMCV IRES, Firefly Luciferase als Reportergen und verschiedenen 3-UTR
Enden (unspezifische Plasmid-Sequenz, Poly(A)-Schwanz bzw. HCV 3'-UTR) wurden in Huh7-Zellen
transfiziert und die Reporteraktivitat nach 4 Stunden gemessen.

Auch die Translation an der IRES von EMCV wird durch die HCV 3-UTR und den Poly(A)-
Anhang stimuliert. Dabei konnte eine Erh6hung der Reportergenexpression von ungeféahr 2-
fach durch beide 3'-RNA-Enden in Huh7-Zellen beobachtet werden. Die fur diese Versuche
verwendeten Plasmide stammen ebenfalls aus dem Labor der AG Shatsky und somit sind
die fur die EMCV IRES gefundenen Stimulationswerte vergleichbar mit der Stimulation der
Aktivitdt der PTV IRES durch den Poly(A)-Anhang (siehe Abbildung 3.12).

Diskussion

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die IRES-abhéngige Translation durch die
HCV 3’-UTR und einen Poly(A)-Anhang in vivo stimulieren lasst. Dies scheint unabhangig zu
sein von der Art der IRES und unabhéngig von Zelltyp, da sich neben den HCV und PTV
IRES-Elementen auch die nicht verwandte IRES von EMCV stimulieren lasst. Ein Vergleich
mit der Literatur zeigt, dass schon frih der Effekt eines Poly(A)-Anhangs auf die EMCV
IRES-abhéngige Translation gefunden wurde (Hruby und Roberts, 1977). Auch andere
Gruppen, wie Bradrick et al. (2007) zeigten den stimulatorischen Effekt eines 50er Poly(A)-
Endes, jedoch sollte auch hier angemerkt werden, dass es sich oftmals um Daten aus in
vitro-Translationen handelt (Svitkin et al., 2001; Bradrick et al., 2007).
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3.2.2 Ein Poly(A)-Anhang und die HCV 3-UTR stimul ieren die cap-abhangige

Translation in vivo

Neben der Initiation von Translation durch eine IRES existiert als weitere Mdglichkeit die
Initiation durch eine 5-Cap-Struktur an der RNA. Diese findet man hauptsachlich an den
MRNAs (messenger RNAs) von Zellen. Mit Hilfe dieser Cap-Struktur an der RNA werden
durch Initiationsfaktoren die ribosomalen Untereinheiten an die RNA rekrutiert und
gebunden.

Um zu testen, ob auch die Cap-abhéngige Translation ebenso wie die IRES-abhangige
Translation durch die HCV 3'-UTR beziehungsweise den Poly(A)-Anhang stimuliert werden
kann, wurden Reporterkonstrukte hergestellt, die anstatt einer IRES-Struktur die 5-UTR von
B-Actin besitzen. Diese RNA wurde in vitro kotranskriptional durch den Einsatz eines 5’ 7-

VR 3'X
HCV 3'-UTR

Methyl-Guanosin-Nukleotids gecappt.

uc 3
Yo S—— - - e Polv(A) 3
o A ( Firefly Luciferase (Fluc) l ——oo oly(A) 3
5-UTR . unspezifische Sequenz
Reportergen
ca. 200 nt
unspezifische Sequenz
Abbildung 3.14: Die gecappten Actin-Reporterkonstrukte. Die Reporterkonstrukte wurden

wahrend der Transkription gecappt und enthalten alle die 5-UTR von B-Actin sowie die Firefly
Luciferase-Sequenz als Reportergen. Neben der 200 Nukleotide langen Plasmid-Sequenz wurden
auch die HCV 3’-UTR und ein 50(A)-Anhang als 3'-Ende der RNAs eingesetzt. Abbildung modifiziert
nach Bung, Bochkaeva et al., 2010.

Die RNA Konstrukte wurden zunachst in der in vitro-Translation in RRL eingesetzt, um zu
sehen, welchen Effekt die verschiedenen 3’-Enden hier auf die cap-abhangige Translation
zeigen.

1,4+
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- J

0,6

rel. Stimulation
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0,2

0,0

Actin - 3UTR Actin + 50 A Actin + 3UTR
Abbildung 3.15: In vitro-Translation der gecappten Reporter-RNAs in RRL. Die gecappten Actin-

RNAs mit beziehungsweise ohne die HCV 3'-UTR oder einem Poly(A)-Ende wurden in gleichen
Mengen in die in vitro-Translation eingesetzt und die Reporteraktivitdt gemessen.
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Die hier verwendeten RNAs zeigen zwar eine gute Reporterexpression im
translationskompetenten Kaninchenlysat (Rohwerte nicht gezeigt), allerdings kann auch hier
keine Stimulierbarkeit durch die HCV 3'-UTR oder den Poly(A)-Anhang gemessen werden.
Dies entspricht den Ergebnissen, die bei dem Einsatz der IRES-enthaltenen RNAs gezeigt
werden konnten (vergleiche Abbildung 3.7).

Obwohl in vitro kein Effekt der verschiedenen 3'-Enden auf die IRES-unabhéngige, Cap-

abhangige Translation zu zeigen war, wurden die Reporter RNA wieder in verschiedene
Zelllinien transfiziert, um den Effekt in vivo zu testen.
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Abbildung 3.16: Transfektion der gecappten Actin-RN  As in Zellen. Die Reporter-RNAs mit Cap-
Struktur am 5-Ende und verschiedenen 3'-UTRs (mit und ohne HCV 3’-UTR oder Poly(A)-Anhang)
wurden in Huh7 und HelLa-Zellen transfiziert und die Reporteraktivitat nach 4 Stunden gemessen.

Im Gegensatz zur in vitro-Translation im Retikulozytenlysat kann in Zellen auch bei RNAs mit
Cap-Struktur am 5’-Ende ein stimulatorischer Effekt sowohl durch die HCV 3'-UTR als auch
den 50(A)-Anhang gezeigt werden. Dieser ist jedoch in der Hepatomzelllinie Huh7 deutlicher
ausgepragt als in der Nicht-Hepatomzelllinie HeLa. Die Stimulation der Cap-abhangigen
Translation durch die HCV 3-UTR betragt in Huh7-Zellen 3,8-fach, was etwas niedriger als
die der IRES-abhangigen Translation bei HCV wund PTV (ca. 7-fach). Der
Stimulationsunterschied in HelLa-Zellen ist sogar noch deutlicher. Gecappte RNAs werden
hier 1,7-fach stimuliert, wohingegen die HCV IRES durch ihre 3'-UTR in HelLa-Zellen
ungefahr 6-fach stimuliert wird.

Eine deutlich héhere Stimulation der Translation der gecappten RNAs im Vergleich zu den
RNAs ohne Cap-Nukleotid ist durch das Anhangen eines Poly(A)-Schwanzes zu
beobachten. Die HCV IRES wurde durch den 50(A)-Anhang in Huh7-Zellen ungefahr 5-fach,
in HeLa-Zellen 6-fach stimuliert. Das Actin-Konstrukt wird in HelLa-Zellen hier fast 10-fach
und in Huh7-Zellen sogar fast 18-fach stimuliert. Die stimulatorische Wirkung eines Poly(A)-
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Endes auf die Cap-abhangige Translation scheint also deutlich héher zu sein als bei IRES-
abhangiger Translation.

Diskussion

Die stimulatorische Wirkung eines Poly(A)-Anhangs auf die cap-abhéngige Translation ist
vielfach in der vorhandenen Literatur beschrieben. Hier scheint es sich um einen
synergistischen Effekt der Cap-Struktur am 5’-Ende und des Poly(A)-Anhangs am 3’-Ende zu
handeln (Gallie, 1991). Dies Stimulation ist auch hier nicht im Retikulozyten-Lysat
nachweisbar, sondern ebenfalls nur in Zellen, beispielsweise in CHO-Zellen (engl. ,Chinese
Hamster ovary“). Andere Gruppen hingegen konnten auch einen Effekt in verschiedenen in
vitro-Translationssystemen zeigen (Bradrick et al, 2007; lizuka et al., 1994). Den in vivo
gefundenen synergistischen Effekt von Cap-Struktur und Poly(A)-Ende auf die Translation
konnte in der Literatur im Retikulozytenlysat nur teilweise bestatigt werden. Notwendig sind
dazu der Einsatz von Kompetitor-mRNAs beziehungsweise der von partiell Ribosomen-
depletiertem RRL, was allerdings zu niedrigen Translationseffizienzen fihrt (Preiss und
Hentze, 1998; Michel et al., 2000). Auch das nicht-nuklease behandelte RRL ist in einer
Studie als alternatives in vitro-Translationssystem fir solche Studien beschrieben worden
(Soto Rifo et al., 2007).

Fazit

Die Anwesenheit eines Poly(A)-Anhangs von 50 A am 3’-Ende der Reporter RNAs zeigt in
vivo sowohl auf die Translation der HCV als auch der PTV IRES einen deutlichen
stimulatorischen Effekt. Auch die Aktivitdt einer Typ Il Picornavirus IRES (EMCV) kann
sowohl durch die HCV 3'-UTR als auch einen Poly(A)-Ende in ahnlichem Ausmal} stimuliert
werden. Neben der IRES-abhdngigen wird auch die cap-abhangige Translation durch die
HCV 3-UTR und den Poly(A)-Anhang in Zellen stimuliert. Auch hier zeigen sich alle
Stimulationen  zelltypunabhangig. Dieser Effekt konnte jedoch nicht durch in vitro-
Translationsstudien in RRL gezeigt werden.

Ein langerer Exkurs

Mogliche Probleme der Normalisierung bei Kotransfek tion eines Renilla
Reporters

In vielen Studien wird als interne Normalisierungskontrolle eine Reporter-RNA, die das Gen
der Renilla Luciferase (Rluc) beinhaltet, eingesetzt. Nach Lyse der transfizierten Zellen
kénnen sowohl Firefly- als auch Renilla Luciferase unabhangig voneinander sehr einfach
enzymatisch gemessen werden. Die Aktivittswerte der kotransfizierten Renilla Luciferase
konnen dann zur Normalisierung der Firefly Luciferase Werte verwendet werden. Mit Hilfe
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dieser Methode sollen angeblich Schwankungen in der Transfektionseffizienz ausgeglichen
werden. Dies ist unter Wissenschaftlern, die sich beispielsweise mit Transkriptions- oder
Translationsvorgangen in Zellen beschaftigen, eine Ubliche Methode, die oftmals nicht in
Frage gestellt wird.

Eine Normalisierung bedeutet in diesen Fallen, dass eine Korrektur der ,Well-zu-Well*
Variationen stattfindet und es somit zu einem Ausgleich der Schwankung in der Zellzahl und
der Transfektionseffizienz, die innerhalb einer Versuchsreihe zwischen den Anséatzen in den
Vertiefungen der Platte auftreten, kommen soll.

Im Fall der in dieser Arbeit gezeigten Experimente wurden die verschiedenen Firefly
Reporter-RNAs, die am 5’-Ende entweder die HCV IRES oder die gecappte B-Actin 5-UTR
und am 3-Ende die HCV 3-UTR, einen Poly(A)-Anhang oder nur unspezifische Plasmid-
Sequenz beinhalten zusammen mit einer gecappten und polyadenylierten Rluc-RNA in die
Zellen transfiziert. Die Kotransfektion der beiden Reporter RNAs erfolgte mit Hilfe des
lipidhaltigen Reagenz Lipofectamine 2000.

Eine weitere Methode, die Anzahl an lebenden Zellen im Well zu bestimmten, ist die
Anwendung des so genannten WST1-Tests. Das WST1-Reagenz ist ein Tetrazoliumsalz,
welches von lebenden Zellen in das I6sliche Formazan gespalten wird und dabei seine Farbe
verandert. Diese Reaktion erfolgt mit Hilfe von zellularen Enzymen. Da die Umsetzung in
Formazan durch Enzyme der Atmungskette erfolgt, korreliert das Messergebnis des WST1-
Tests mit der Masse des mitochondrien-haltigen Zytoplasmas der Zellen. Das WST1-
Reagenz wird in farblosem DMEM 1:50 verdiinnt und in die Vertiefungen der transfizierten
Zellen gegeben. Wahrend der Inkubation im Brutschrank verfarbt sich das Medium gelb und
das Ausmall an Gelbfarbung wird nun photometrisch in einer 96-Well-Platte im ELISA-
Reader bei 450 nm bestimmt. Diese Gelbfarbung korreliert mit der Anzahl der metabolisch
aktiven Zellen in einem Transfektionsansatz, so dass durch diese Methode zuverlassig
Differenzen in der Zelldichte zwischen den Transfektionsansatzen innerhalb eines
Experiments bestimmt werden konnen.

Um systematisch zu untersuchen, ob es eventuell zu einer gegenseitigen Beeinflussung der
beiden Reporter-RNAs wahrend beziehungsweise nach der Transfektion kommt, wurden
parallel Versuchsreihen angesetzt, die entweder die entsprechende Fluc-Reporter-RNA mit
der Rluc-Reporter-RNA oder die Fluc-Reporter-RNA allein enthalten. Zur Veranschaulichung
sind exemplarisch in Tabelle 5 die Messergebnisse fur die HCV IRES Fluc Konstrukte mit
und ohne HCV 3-UTR in Huh7-Zellen zusammengefasst dargestellt. Die Experimente an
einem bestimmten Tag wurden in der gleichen 24 Well-Platte und mit aus einer Kulturflasche
stammenden Zellen durchgefihrt.
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A Fluc-Aktivitat ohne _ Rluc-Kotransfektion

1 2 3 4 5 6 7
ohne HCV 3-UTR mit HCV 3'-UTR HIE) HIE)
Tag Fluc WST1 Fluc WST1 - WST1
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 614 0,295 1.953 0,332 3,18 2,83
3 1.627 0,633 15.050 0,645 9,25 9,51
4 1.177 0,389 7.692 0,443 6,54 5,74
5 4.630 0,285 33.570 0,333 7,25 6,21
6 4.820 0,267 12.524 0,288 2,60 2,41
7 12.720 0,251 42.576 0,277 3,35 3,03
8 1.631 0,142 6.733 0,146 4,13 4,02
9 15.423 0,502 32.032 0,521 2,08 2,00
10 20.472 0,390 44.572 0,406 2,18 2,09
sum 63.114 196.702 Mittelw. 4,51 4,20
SD 2,41 2,37
B Fluc-Aktivitat mit__ Rluc-Kotransfektion
1 2 3 4 5 6 7 8
ohne HCV 3-UTR mit HCV 3-UTR BIE) BDIE) (B
Tag Fluc WST1 Fluc WST1 - WST1  Fluc/Rluc
1 2.068 0,498 5.901 0,514 2,85 2,77 1,54
2 1.979 0,337 4.697 0,336 2,37 2,38 1,64
3 2.604 0,646 15.480 0,696 5,95 5,52 5,90
4 1.504 0,430 6.764 0,499 4,50 3,88 3,48
5 4.822 0,289 21.943 0,288 4,55 4,57 3,43
6 12.019 0,236 16.188 0,326 1,35 0,98 2,08
7 12.920 0,290 34.221 0,332 2,65 2,31 1,31
8 3.165 0,140 6.532 0,144 2,06 2,01 3,08
9 14.785 0,502 29.634 0,530 2,00 1,90 0,97
10 28.962 0,412 58.755 0,455 2,03 1,84 1,27
sum 84.828 200.115 Mittelw. 3,03 2,81 2,47
SD 1,39 1,33 1,38
Rluc-Aktivitat
1 2 4 6
ohne HCV 3-UTR mit HCV 3'-UTR ()
Tag Rluc Rl uc Rluc
1 249.131 462.506 1,86
2 4.006.253 5.804.067 1,45
3 1.085.920 1.095.100 1,01
4 101.801 131.480 1,29
5 1.107.841 1.468.267 1,33
6 2.001.344 1.299.000 0,65
7 269.688 545.926 2,02
8 479.831 321.964 0,67
9 445.214 923.727 2,08
10 800.802 1.283.512 1,60
sum 1.0547.825 13.335.549 Mittelw. 1,40
SD 0,49

Tabelle 5: Gemessene Rohwerte nach Transfektion der

Fluc Reporter-RNAs mit HCV IRES -/+

HCV 3-UTR mit beziehungsweise ohne Rluc-RNA Kotran sfektion in Huh7-Zellen.

Zusammengefasst sind die 10 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimente. (A) Transfektion
der HCV Fluc Reporter ohne Rluc Kotransfektion. Spalte 2 zeigt die Fluc Werte fur HCV(-)3'-UTR,
Spalte 4 Fluc Werte fir HCV(+)3'-UTR. Spalten 3 und 5 zeigen die entsprechenden WST1-Werte. In
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Spalte 6 ist die relative Stimulation durch die HCV 3-UTR angegeben, Spalte 7 zeigt die relative
Stimulation nach Normalisierung der Werte auf den WST1-Wert. (B) Gleiches Experiment wie in (A),
aber mit zusatzlicher Rluc-Kotransfektion. Oben: Zusatzlich wird hier in Spalte 8 die relative
Stimulation durch die HCV 3-UTR nach Normalisierung der Fluc-Werte auf die Rluc-Werte
angegeben. Unten: Spalte 2 und 4 zeigen die entsprechenden Rluc-Rohwerte der Transfektion mit
bzw. ohne HCV 3'-UTR, Spalte 6 zeigt das Verhaltnis der Rluc-Werte aus Spalten 2 und 4. Tabelle
modifiziert nach Bung, Fehr et al., 2011; Manuskript eingereicht.

Aus den gezeigten Rohdaten kénnen auf den ersten Blick schon wichtige Schliisse gezogen
werden. Zum einen besteht zwischen den gemessenen Rohwerten der Experimente, die an
verschiedenen Tagen durchgefiihrt wurden, eine sehr hohe ,Tag-zu-Tag“ Variation
(vergleiche beispielsweise Einzelwerte in Spalte 2 oder 4). Beim Vergleich der Rohwerte fur
ein bestimmtes transfiziertes Konstrukt sieht man, dass die Werte von Tag zu Tag und somit
von Experiment zu Experiment stark schwanken koénnen. Um die Rohwerte aller
durchgefuhrten Versuche trotzdem miteinander vergleichen zu konnen, werden zur
Ermittlung der relativen Stimulation durch die HCV 3-UTR ausschlie3lich die relativen
Stimulationen der einzelnen Experimente gemittelt (siehe z.B. Spalte 6). Aus diesen Werten
der einzelnen Versuchstage wird anschlieBend der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet.

AulRerdem ist aus den Rohdaten ersichtlich, dass die gemessenen Rluc-Werte hoéher sind,
wenn in der kotransfizierten Fluc-Reporter RNA die HCV 3-UTR anwesend ist (vergleiche
Tabelle 5 (B) unten; Spalte 2 und 4). Dieser Effekt kann nicht aufgrund von Pipettierfehlern
aufgetreten sein, da die RIuc-RNA jeweils in einen Mastermix gegeben wurde, um
Schwankungen innerhalb der Ansatze moglichst gering zu halten. Die Auswertung ergibt hier
eine im Durchschnitt 1,4-fache Erhéhung der Renilla Luciferase, wenn die kotransfizierte
Firefly-RNA die HCV 3’-UTR erhalt.

Des Weiteren last sich eine héhere Expression des Fluc-Reporters ohne HCV 3'-UTR sehen,
wenn eine gleichzeitige Rluc-RNA Kotransfektion stattgefunden hat (vergleiche Tabelle 5 B,
Spalte 2 mit 5 A, Spalte 2). Diese Tendenz ist sowohl fur die Mehrheit der einzelnen
Experimente als auch in der Summe aller Versuche zu erkennen. Somit scheint die gecappte
und polyadenylierte Rluc-Reporter-RNA oftmals die Expression des Fluc-Reporters in trans
positiv zu beeinflussen.

Aus den gezeigten Daten lasst sich schlieBen, dass es zu einer Beeinflussung der
Expression des gecappten und polyadenylierten Rluc-Reporters in Abhéngigkeit des
kotransfizierten Fluc-Reporters in trans kommt. Durch dieses Muster in der Anderung der
Expression des Rluc Reporters ist eine Unabhéangigkeit der Translation der beiden Reporter-
RNAs nicht gegeben, und eine Normalisierung auf solch einen Reporter wirde somit zu
Fehlern in der Auswertung der Daten fuhren.

Ein Beispiel fir eine solche fehlerhafte Auswertung aufgrund von nicht-unabh&ngigen
Kotransfektionen von den beiden Reporter RNAs ist in Abbildung 3.17 gezeigt.
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Abbildung 3.17: Relative Stimulationen durch die HC  V 3'-UTR mit oder ohne Renilla Luciferase-
RNA Kotransfektion und die Abhangigkeit der Stimula tionsergebnisse von unterschiedlichen
Normalisierungsmethoden. Graphische Auswertung der Daten der relativen Stimulation in Tabelle 5.
(A) Stimulation der HCV 3'-UTR ohne kotransfizierten Rluc-Reporter. Spalte 1 zeigt den Wert ohne
Normalisierung, Spalte 2 nach der Normalisierung auf WST1. (B) Gleiches Experiment wie in A,
allerdings mit Rluc-Kotransfektion. Zusatzlich ist in Spalte 3 die Normalisierung auf den
kotransfizierten Renilla Reporter gezeigt.

Die Auswertung der relativen Stimulationen durch die HCV 3-UTR aus den Werten der
Tabelle 5 zeigt eine deutliche Diskrepanz zwischen den Daten der kotransfizierten und nicht-
kotransfizierten RNAs bzw. der Art der Normalisierung. Dabei zeigt sich bei der alleinigen
Transfektion der Fluc-Reporter-Konstrukte ein nur geringer Unterscheid in der relativen
Stimulation von unnormalisierten und WST1-normalisierten Werten. Eine relative Stimulation
von 4,5-fach wird ganz ohne Normalisierung der Rohdaten erreicht, bei zusatzlicher
Auswertung der dazugehdrigen WST1-Daten verandert sich der Wert nur leicht auf 4,2-fach.
Bei gleichzeitiger Kotransfektion der gecappten und polyadenylierten Rluc-RNA sieht man im
Gegensatz zu den nicht kotransfizierten Konstrukten eine deutlich geringere Stimulation
durch die HCV 3’-UTR. Diese liegt bei nur noch 3-fach, wenn keine Normalisierung der
Rohdaten vorgenommen wird. Auch hier ergibt sich eine leichte Veranderung bei der
Normalisierung der Daten auf den WST1-Test. Die relative Stimulation liegt danach bei nur
noch 2,8-fach. Eine Normalisierung auf den kotransfizierten Rluc-Reporter lasst die relative
Stimulation sogar auf 2,5-fach fallen. Es zeigt sich also auch ein deutlicher Effekt auf die
Endergebnisse, je nachdem, ob ein zweiter Reporter kotransfiziert wurde und auf welche
Weise gegebenenfalls eine Normalisierung vorgenommen wird.

Eine Gesamtauswertung wie oben dargestellt aller getesteten Fluc-Konstrukte, in Huh7- und
HeLa-Zellen ist graphisch in Abbildung 3.18 gezeigt. Hier werden die ermittelten relativen
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Rluc Werte in Abhangigkeit des kotransfizierten Fluc-Konstrukts dargestellt. Zum Vergleich
werden ebenfalls die relativen Werte des WST1-Tests gezeigt.

A rel. Rluc-Werte in Huh7-Zellen B rel. Rluc-Werte in HeLa-Zellen
=0,0246 p=0,0389
1207 — " —— 120
- #=0,0005 c p$=0,0989'
6 100 6 100
[7/] (]
.‘é’ 80 § 80
o Q
X 601 X 60
S 401 S 401
[ 4
a\o 20' °\= 20'
Spalte| 1 2 3 4 5 6 Spalte| 1 2 3 4 5 6
HCV(-)[HCV(A)HCV(+)| Act(-) | Act(A)| Act(+) HCV(-)[HCV(A)HCV(+)[ Act(-) | Act(A)| Act(+)
Fluc Reporter RNA kotransfiziert Fluc Reporter RNA kotransfiziert
C rel.WST1-Werte in Huh7-Zellen D rel. WST1-Werte in HeLa-Zellen
120 120
100 100
-~ 801 < 801
l"_’ 60+ l‘z 60+
= =
401 R 401
20+ 20+
Spalte |1 2 3 4 5 6 Spalte| 1 2 3 4 5
HCV(-)[HCV(A)HCV(+)[ Act(-) | Act(A)| Act(+) HCV () [HCV(A)HCV(+)[ Act(-) | Act(A)| Act(+)
Fluc Reporter RNA kotransfiziert Fluc Reporter RNA Kotransfiziert

Abbildung 3.18: Rluc und WST1-Werte bei Kotransfekt  ion von Fluc und Rluc Reporter-RNAs in
Huh7- und Hela-Zellen. Relative Rluc-Werte bei gleichzeitiger Kotransfektion mit den
entsprechenden Firefly-RNAs in (A) Huh7-Zellen und (B) HelLa-Zellen. Relative WST1-Werte bei
Kotransfektion von Rluc-RNAs und den entsprechenden Fluc-RNAs in (C) Huh7-Zellen und (D) HelLa-
Zellen. Darstellt sind die Mittelwerte der 10 unabhangigen Experimente und deren
Standardabweichungen. Die gezeigten p-Werte in (A) und (B) zeigen die mit Hilfe eines T-Tests
ermittelten Werte. (Abbildung modifiziert nach Bung, Fehr et al., 2011, Manuskript eingereicht).

Betrachtet man die relativen Rluc-Werte in Abhangigkeit von kotransfizierten Fluc Reporter,
fallt auf, dass im Falle der HCV IRES-Konstrukte die zugehodrigen Rluc-Werte in
Anwesenheit der HCV 3-UTR hoher ausfallen als bei den RNAs ohne HCV 3-UTR
beziehungsweise mit Poly(A)-Anhang. Dabei ist in Huh7-Zellen eine relative Renilla
Luciferase Expression von 93 % in Anwesenheit der HCV 3'-UTR zu 73 % ohne HCV 3-UTR
und 65 % mit einem Poly(A)-Anhang zu sehen. Dieser Effekt ist allerdings mit den gecappten
Actin-RNAs so nicht zu beobachten. Hier féllt die Expression des Renilla Reporters in
Anwesenheit des Poly(A)-Anhangs oder der HCV 3’-UTR sogar leicht von 88 % auf 82 bzw.
75 %. Sehr ahnliche Werte und das gleiche Muster sind auch bei einer Transfektion in HelLa-
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Zellen zu beobachten. Die mittels eines T-Tests berechneten p-Werte liegen alle niedriger
als das Signifikanzniveau a von 5%, so dass die ermittelten Unterschiede als signifikant zu
betrachten sind.

Betrachtet man hingegen die dazugehorigen WST1-Werte (Abbildung 3.18 C und D), fallt
auf, dass hier kein solches Muster zu finden ist. Die Werte liegen recht konstant und
unabhangig von den transfizierten Reporter RNAs im Mittel bei relativen Werten zwischen 89
und 97 % in Huh7-Zellen und 86 bis 93 % in HeLa-Zellen. Daraus lasst sich schlieRen, dass
die Zelldichte und Wachstumsbedingungen der Zellen in einer Well-Platte &hnlich sind. Die
geringen Schwankungen des WST1-Tests sind mit einer leichten Variation der Zellzahl zu
erklaren, die beim Verteilen der Zellen aus einer Zellkulturflasche in die einzelnen Wells der
Platte am Vortag der Transfektion entstehen. Die gefunden Schwankungen bei der Messung
der beiden Reporterproteine sind nicht mit Schwankungen in der Zellzahl zu erklaren.

Die hier dargestellten Graphen (Abbildung 3.18) zeigen also eine Veranderung der
Expression des gecappten und polyadenylierten Renilla Luciferase-Reporters in
Abhangigkeit der kotransfizierten Firefly-RNA. Hier scheinen vor allen Dingen die HCV IRES
und HCV 3-UTR beinhaltenden Konstrukte betroffen zu sein, was auf eine eventuelle
Stimulation der Translation der Renilla-RNA durch die HCV 3-UTR in trans hindeutet. Eine
Unabhangigkeit in der Expression beiden Reporter scheint hier nicht gegeben zu sein.

In der folgenden Abbildung 3.19 sind zur besseren Veranschaulichung der
Schwankungsbandbreite die einzelnen Renilla Luciferase-Werte aus den durchgefiihrten
Versuchsreihen als Punktediagramm dargestellt. Die rot markierten Punkte zeigen die Werte
der Expression der Renilla Luciferase, die ohne die Kotransfektion einer der Firefly Reporter-
RNAs ermittelt wurden, die blau markierten Punkte zeigen die Renilla-Werte, die in den
kotransfizierten Ansatzen gemessen wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit der Werte
zwischen den einzelnen Versuchsreihen werden nicht die gemessen Absolutwerte in ,light
units“, sondern die relativen Renilla-Werte in % angegeben. Dabei wurde fir jede einzelne
Versuchsreihe ein bestimmter Wert als 100%-Wert angenommen und die anderen
Messwerte auf diesen Wert bezogen normalisiert, so dass sich innerhalb einer
Versuchsreihe eine gewisse Schwankungsbreite der Renilla-Werte um den 100%-Wert zu
Stande kommt. Die einzelnen relativen Renilla Luciferase-Werte aller durchgefuhrten
Versuchreihen kénnen somit zusammengefasst in einer Graphik verglichen werden. Ebenso
wurde mit den ermittelten WST1-Werten innerhalb der Versuchsreihen verfahren. Die
Abbildungen 3.19 sowie 3.20 dienen der Veranschaulichung der Streuungsbandbreite aller
gemessenen Renilla Luciferase-Werte beziehungsweise der WST1-Werte in Abhangigkeit
zur Kotransfektion einer Fluc-Reporter RNA.
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Abbildung 3.19: Schwankungen der Renilla Luciferase  -Werte nach Transfektion mit und ohne
Firefly-RNA in (A) Huh7- und (B) HeLa-Zellen. Gezeigt werden die gemessenen relativen Renilla-
Luciferase-Werte in %. Die roten Markierungen stehen fir die Renilla Luciferase-Werte, die ohne
Kotransfektion gemessen wurden, die blauen Markierungen zeigen die Renilla Luciferase-Werte mit
Kotransfektion einer Firefly-Reporter-RNA.

Die graphische Darstellung der ermittelten relativen Renilla Luciferase-Werte in Abbildung
3.19 verdeutlicht die hohere Streuungsbandbreite der Renilla-Werte bei gleichzeitiger Fluc-
Reporter RNA Kotransfektion im Vergleich zu Renilla-Werten ohne Kotransfektion. Dies ist
sowohl in Huh7- als auch in HelLa-Zellen zu beobachten. Die Bandbreite der Streuung der
Renilla Luciferase-Werte liegt in Huh7-Zellen fir die Transfektion ohne kotransfizierten
Firefly-Reporter zwischen 83 % und 112 %, mit Kotransfektion sehr viel héher zwischen 37
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% und 207 %. In HelLa-Zellen zeigt sich eine Streuung der Rluc- Werte ohne Kotransfektion
zwischen 78 % und 165 %, mit Kotransfektion zwischen 32 % und 260 %.

Um zu zeigen, dass die WST1-Werte dagegen unabhangig von Art der Transfektion nur
wenig schwanken, werden im Folgenden die WST1-Werte der Transfektionen, die nur die
Firefly-Reporter beziehungsweise die Renilla Reporter oder eine Kotransfektion beider
Reporter RNAs enthalten, grafisch dargestellt.
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Abbildung 3.20: Schwankung der relativen WST1-Werte bei Transfektion von nur einem

Reporter oder Kotransfektion beider Reporter in Huh 7-Zellen. Die relativen WST1-Werte der
Transfektionen in denen nur Firefly-Reporter (blau) bzw. nur Renilla-Reporter (rot) oder beide
Reporter (turkis) transfiziert wurden.

Bei der Betrachtung der WST1-Werte zeigt sich, dass diese nicht so starken Schwankungen
unterliegen wie die Renilla-Werte. Daraus kann man schlie3en, dass sich die Zellviabilitéat
nicht durch die Art der transfizierten Reporter-RNAs &ndert. Die Schwankungen der
ermittelten Renilla-Werte miissen also einen anderen Grund haben als die Anzahl und die
Viabilitdt der Zellen in einem Transfektionsansatz.

In der Literatur finden sich einige Hinweise auf experimentelle Einflisse kotransfizierter
Reporter. Es konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass auf Transkriptionsebene unter
bestimmten Bedingungen eine Beeinflussung des kotransfizierten Renilla-Reporters
stattfindet, zum Beispiel durch Transkriptionsregulatoren (Thavathiru und Das, 2001; Huszar
et al., 2001; Matuszyk et al., 2002; Mulholland et al., 2004). Ebenfalls konnte in einer Studie
der Einfluss von zugegebenen Hormonen auf transfizierte Plasmide, die das Gen der Renilla
Luciferase enthalten, gezeigt werden (lbrahim et al., 2000). Auch mit anderen Plasmiden wie
B-Galaktosidase-Plasmide, die oftmals als interne Normalisierungskontrolle in Experimenten
eingesetzt werden, konnten Effekte durch kotransfizierte Plasmide nachgewiesen werden
(Farr und Roman, 1992; Bergeron et al., 1995).
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Die Normalisierung auf einen kotransfizierten Renilla Luciferase-Reporter wird hingegeben in
anderen Studien als eine weniger fehleranfallige Methode als die bisher in der quantitativen
Real-Time PCR oft verwendete Normalisierung auf ein internes chromosomal kodiertes Gen
beschrieben (Jiwaji et al., 2010). Hier scheint die Expression der Renilla Luciferase von allen
betrachteten Parametern am wenigsten anfallig fur Schwankungen zu sein. Allerdings
beziehen sich all diese Studien in der Literatur nicht auf Transfektionen von RNA, um die
Effizienz der Translation in der Zelle zu messen, sondern hier wurden ausschlie3lich DNA
Plasmide, die die Reportergene kodieren, transient in die Zelllinien transfiziert, um die
Vorgange auf Transkriptionsebene zu untersuchen. Hierbei wurden Veranderungen in der
Expression des Reporters beispielsweise von Kulturbedingungen und die Aktivitdt von
Effektorgenen auf die Effizienz der Promotoren erklart (Vesuna et al., 2005).

In all diesen Veroffentlichungen wird darauf hingewiesen, dass sich durch eine
Normalisierung auf einen nicht-unabhangigen Reporter systematische Fehler einschleichen,
die zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse fuhren kdnnen. Deshalb ist es von Bedeutung,
die Unabhangigkeit des Normalisierungsreporters als interne Kontrolle zu garantieren, und
diese Parameter mussen individuell fir den jeweiligen Versuchsaufbau bestimmt werden.

In diesen in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen wurde die Expression
der Fluc- und Rluc-Reporter RNAs bei einer lipid-vermittelten Kotransfektion in Zelllinien
bestimmt. Dabei konnte eine gegenseitige Beeinflussung der Reporter-RNAs festgestellt
werden, so dass hier eine Unabhangigkeit der beiden Reporter nicht gegeben zu sein
scheint. Die Anwesenheit der HCV 3’-UTR in der Fluc-Reporter-RNA beeinflusst positiv die
Expression der gecappten und polyadenylierten Rluc-RNA, aber auch die Anwesenheit
dieser Rluc-RNA erhoht die Expression des Fluc-Reporters ohne HCV 3'-UTR.

Mdgliche experimentelle Fehlerquellen wurden so weit wie moglich ausgeschlossen. Dazu
gehort beispielsweise das Pipettieren der Renilla-RNA in einen Mastermix, so dass eine
weitgehend gleiche Verteilung der RNA in den verschiedenen Ansatzen gegeben sein sollte.
Um weitere systematische Fehler auszuschlieRen, wurde aul3erdem die zu transfizierenden
RNAs fir die unterschiedlichen Versuchstage neu synthetisiert und ihre Konzentrationen und
Unversehrtheit jeweils mit Hilfe eines Agarose-Gels bestimmt. Auch beim Aussaen der
Zellen in die Vertiefungen der 24-Well-Platte wurden diese per Zufallsprinzip pipettiert und
nicht immer in der gleichen Reihenfolge. Dass keine grof3en Unterschiede in der Zellzahl
zwischen den einzelnen Wells bestanden, wurde sowohl durch den optischen Eindruck unter
dem Mikroskop als auch durch die geringen Schwankungen der WST1-Werte innerhalb einer
Versuchsreihe bestatigt. Auch ein Effekt der Lage der Wells innerhalb der 24-Well Platte,
beispielsweise durch die Entfernung der jeweiligen Vertiefung vom Plattenrand, konnte nicht
beobachtet werden.
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Da fir die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente die Unabhangigkeit der Expression
der beiden kotransfizierten Reporter nicht gegeben ist, wurden nach diesem Zeitpunkt keine
Renilla Kotransfektionen mehr durchgefihrt, um Beeinflussungen der Translationen der
Reporter RNAs in trans und daraus resultierende Fehlinterpretationen der Messergebnisse
durch Falsch-Normalisierungen zu vermeiden. Um zumindest die Zellviabilitat als Faktor zu
bertcksichtigen, wurde eine Normalisierung der Firefly Luciferase-Werte ausschlief3lich auf
den WST1-Test durchgefuhrt. Diese Art der Normalisierung ausschlieBBlich auf die
Zellviabilitat ist sicherlich eine bislang nicht weit verbreitete Methode und nicht frei von
moglichen Kritikpunkten wie fehlende Bestimmung der Transfektionseffizienz oder Effizienz
der Zelllyse. Die Daten zeigen allerdings, dass die Ublicherweise angewendete
Normalisierung auf einen kotransfizierten Reporter eben nicht nur die Parameter wie Anzahl
der transfizierten Zellen und die Transfektionseffizienz misst, sondern auch anfallig ist fur
unerwinschte gegenseitige Beeinflussung der beiden kotransfizierten Reporter-RNAs in
trans.

3.3 Einfluss des Zellzyklus auf die Stimulation der Translation

Die Effizienz der Translation von RNAs in der Zelle wird unter Anderem auch durch den
Zellzyklus reguliert. Der Zellzyklus lasst sich grob in die Mitosephase (M-Phase), in der die
eigentliche Zellteilung stattfindet, und die Interphase, eine Wachstumsphase einteilen. Die
Interphase lasst sich weiterhin in die G;-Phase, die Synthesephase (S-Phase) und die G-
Phase differenzieren. Die so genannte Gy,-Phase bezeichnet die zellulare Ruhephase, in die
die Zellen als Alternative zur G;-Phase eintreten kénnen.

Sowohl auf die Translation von gecappten mRNAs als auch fur IRES-haltige RNAs wurde ein
Einfluss des Stadium der Zelle innerhalb des Zellzyklus gefunden. Hier wurden
beispielsweise die Aktivitdit von IRES-Elementen in Abhéangigkeit von der jeweiligen
Zellzyklus-Phase untersucht. Auch fur die HCV IRES konnte dabei ein Effekt des jeweiligen
Zellzyklus-Stadiums auf ihre Translationsaktivitat gezeigt werden (Honda et al., 2000;
Venkatesan et al., 2003).

Durch die hier gezeigten Versuchsreihen sollte geklart werden, ob nicht nur die allgemeine
Translationseffizienz, sondern auch die vorher beobachtete Stimulation der Translation durch
die HCV 3'-UTR bzw. den Poly(A)-Anhang von der Zellzyklus-Phase abhangig ist.

3.3.1 Die Stimulation der Translation durch die HCV 3'-UTR wird durch den
Zellzyklus nicht beeinflusst

Zunachst wurde der Effekt der Translationsstimulation durch die HCV 3'-UTR sowohl auf die
cap- als auch die IRES-abhéngige Translation im Verlauf des Zellzyklus bestimmit.

Dazu wurden neben Huh7- auch HelLa-Zellen in die verschiedenen Phasen des Zellzyklus
gebracht. Dies geschah wie im Methodenteil beschrieben (Kapitel 2.3.6) mit Hilfe von
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Nocodazol, Thymidin und gezieltem Abklopfen der Zellen beziehungsweise dem Wachstum
der Zellen in der Kulturflasche bis zur 100 %iger Konfluenz. Als Vergleich wurden Zellen, die
nicht synchronisiert wurden, also eine Misch-Population an Zellen, getestet.

Die Reporter RNAs wurden auch hier mit Hilfe von Lipofektion in die synchronisierten Zellen
und als Kontrolle am gleichen Tag in die nicht-synchronisierten Zellen transfiziert. Im
Folgenden dargestellt sind die relativen Stimulationswerte der Translation durch die HCV 3'-
UTR wahrend der verschiedenen Zellzyklusphasen.

A HCV 5-UTR

[p=0,615 |
7,0 - [ p=0,144 |
p=0,236
6,0 T
| p=0,622

5,0
c
iel —
< 4,0
E 0O Huh7
= 3,0 A
(Q m Hela
€ 20 -

- | [

0,0 ‘ ‘

M-Phase S-Phase GoPhase unsynchron.
B Actin 5’-UTR
[ p=0,069 |
6,0
[ p=0,952 |
5,0 p=0,171
p=0,243

c 4,0 1 |
o u
<
3 O Huh?7
£ 3,0
U)_ @ Hela
T 2,0+ ; ;

1,0 - F F

0,0 T T

M-Phase S-Phase GoPhase unsynchron.

Abbildung 3.21: Stimulation der Translation durch d ie HCV 3-UTR in den verschiedenen
Phasen des Zellzyklus. (A) Stimulation der HCV IRES durch die HCV 3-UTR. Anzahl der
durchgefuhrten Experimente = 7 (B) Stimulation der gecappten Actin-RNAs durch die HCV 3'-UTR in
Huh7- und HelLa-Zellen. Die gezeigten p-Werte wurden mit Hilfe eines T-Tests ermittelt. Anzahl der
durchgefuhrten Experimente = 6.

79



3. Ergebnisse und Diskussion

Im Vergleich zu den unsynchronisierten Zellen zeigt die Arretierung der Zelllinien in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus nach Transfektion der Reporter RNAs keine hohere
Stimulierbarkeit der Translation durch die HCV 3’-UTR. Dies ist sowohl in den Hepatom- als
auch in den Nichthepatomzellen der Fall. Die Stimulation der Translation der HCV Reporter-
RNAs in den Zellen, die sich in der Go-Phase befinden, ist im Vergleich zu den Messungen in
asynchron wachsenden Zellen nicht verandert, diese lag bei der HCV IRES abhéangigen
Translation bei knapp 4-fach in Huh7- und HelLa-Zellen. Ein leichter Ruckgang der
Stimulation der HCV IRES im Vergleich zu unsynchronisierten Zellen ist fir die Huh7-Zellen
nur in der S-Phase und fir HelLa-Zellen in der M-Phase zu sehen. Hier betragen die
ermittelten Stimulationen nur 3-fach (siehe Abbildung 3.21 A).

Die gecappte Actin-RNA wird hier in Huh7-Zellen ebenfalls ungefahr 4-fach durch die HCV
3'-UTR stimuliert, in HeLa-Zellen ca. 1,5-fach. In Huh7-Zellen findet man ebenfalls in der M-
und S-Phase einen leichten Riickgang der Stimulation auf 2,5- bzw. 3-fach, in HeLa-Zellen
ist der Ruckgang nur ganz leicht auf 1,2-fach in der S-Phase zu sehen (siehe Abbildung 3.21
B). Es findet also in keiner der getesteten Zellzyklusphasen eine veranderte Stimulation
durch die HCV 3’-UTR im Vergleich zu den unsynchronisierten Zellen statt.

3.3.2 Die Translationsstimulation durch einen Poly(  A)-Anhang wird im
Zellzyklus nicht verandert

Auch die Reporter-RNAs, die neben der HCV IRES beziehungsweise der gecappten Actin 5'-
UTR einen 50(A)-Anhang besitzen, wurden in die Zellen der M-, S-, oder Go-Phase
transfiziert, um zu testen, ob die Stimulation durch den Poly(A)-Anhang in einer bestimmten
Phase des Zellzyklus erhdht ist. Auch hier diente als Vergleich eine Mischkultur aus
unsynchronisierten Zellen.
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Abbildung 3.22: Stimulation der Translation durch e inen Poly(A)-Anhang von 50 A in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus.  (A) Stimulation der HCV IRES durch den Poly(A)-Anhang.
(B) Stimulation der gecappten Actin-RNAs durch den Poly(A)-Anhang in Huh7- und HelLa-Zellen. Die
gezeigten p-Werte wurden mit Hilfe eines T-Tests ermittelt.

Wenn man sich die Wirkung des 50(A)-Anhangs auf die Stimulation der IRES-abhangigen
und cap-abhangigen Translation im Verlauf des Zellzyklus anschaut, sieht man, dass der
Effekt des Poly(A)-Anhangs auf die HCV IRES wieder kaum eine Veranderung im Verlauf
des Zellzyklus zeigt (siehe Abbildung 3.22 A). Die Stimulation in Huh7-Zellen liegt in allen
Zellzyklusphasen zwischen ca. 4 und 5,4-fach, wobei die héchste Wert, in der Go-Phase
auftritt, auch eine héhere Standardabweichung aufweist. Die ermittelten Werte in Hela-
Zellen zeigen in unsynchronisierten Zellen sowie in der S- und M-Phase eine ca. 5-fach
Stimulation durch den Poly(A)-Anhang. Eine leichte Erh6hung des Wertes zeigt auch hier die
Go-Phase mit einer 7,5-fachen Stimulation mit einer recht hohen Standardabweichung.

Die Stimulierbarkeit der gecappten RNA durch die 50 A am 3’-Ende wird in Abbildung 3.22 B
dargestellt. In Huh7-Zellen zeigt sich auch hier ein ahnlicher Wert fir die unsynchronisierten
Zellen und die Gg-Phase Zellen. Hier betragt die Stimulation ca. 15-fach. Die Werte von M-
und S-Phase sind auch hier etwas niedriger und liegen beide bei ungefahr 9-fach. In HelLa-
Zellen betragt die Poly(A)-Stimulation in nicht-synchronisierten und in M-Phase Zellen
ebenfalls ungefahr 9-fach, niedrigere Werte sind in der S- und Go-Phase mit jeweils 6-fach zu
beobachten. Auch diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Stimulation der Translation
durch einen Poly(A)-Anhang, genauso wie die Stimulation durch die HCV 3-UTR, nicht
abhangig von der Zellzyklusphase ist.

Diskussion
Allgemeine Studien zur Translation im Verlauf des Zellzyklus zeigen zum Teil sehr
unterschiedliche Resultate, sowohl fur die cap- als auch die IRES-abhangige Translation. Fur
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die cap-abhangige Translation wurde in einer Studie keine Anderung der Translation
zwischen den verschiedenen Phasen gefunden (Honda et al., 1999), in einer anderen Studie
wurde eine Beeintrachtigung dieser in der M-Phase gefunden (Bonneau und Sonenberg,
1987; Pyronnet et al., 2001). Ein Einfluss der Zellzyklus-Phase auf die IRES-vermittelte
Translation wird in der Literatur ebenfalls kontrovers diskutiert, dies gilt sowohl fur zellulare
als auch virale IRES-Elemente. Einige Studien zeigen hier eine erhdhte Effizienz der
Translation in der G,/M-Phase (z.B. Pyronnet et al., 2000; Honda et al. 2000), andere zeigen
in dieser Phase sogar die niedrigste Aktivitat (Venkatesan et al., 2003). Diese Unterscheide
zwischen den Studienergebnissen bezieht sich auch auf die Aktivitdt der Translation von
HCV im Verlauf des Zellzyklus.

Die hier untersuchte Stimulation der Translation sowohl durch die HCV 3'-UTR als auch
durch den Poly(A)-Schwanz in den einzelnen Zellzyklusphasen zeigt, dass zwischen den
einzelnen Phasen keine signifikanten Unterschiede zu finden sind. Die Stimulation der
Translation durch die 3'-Enden der Reporter RNAs findet also in jeder Phase in etwa gleich
effektiv statt. Damit scheint einer in den vorherigen Studien gefundene erhdhte
Proteinexpression in einer bestimmten Zellzyklusphase keine erhdhte Stimulation durch das
3’-Ende der RNA zu Grunde zu liegen.

Fazit

Die Stimulation der IRES-abhangigen und der cap-abhéngigen Translation durch die HCV 3'-
UTR oder einen Poly(A)-Anhang am 3'-Ende der RNA zeigt keine erhéhten Werte wahrend
der einzelnen Zellzyklusphasen im Vergleich zu unsynchronisierten Zellen. Die Stimulation
ist also unabhéngig vom Zellzyklus, und eine erhthte Proteinexpression, die haufig in
einzelnen Phasen des Zellzyklus zu finden ist, scheint nicht aufgrund einer erhdhten
Stimulation der Translation durch das 3’-Ende der RNA zu entstehen.

3.4 Einfluss der Lange des Poly(A)-Anhangs auf die Translationsstimulation

In den oben gezeigten Versuchsreihen (siehe Kapitel 3.2) wurde eine Lange von 50 A als
Poly(A)-Anhang gewéhlt, um den Effekt des Poly(A)-Anhangs auf die cap- und IRES-
abhangige Translation zu untersuchen. Dies war vor allen Dingen aus experimentellen
Grinden der Fall. Um eine Vergleichbarkeit der Stimulation durch einen Poly(A)-Anhang
zwischen den Experimenten zu gewahrleisten, sollte die Lange des Poly(A)-Endes in allen
Ansatzen exakt gleich sein und keinen grof3en Schwankungen unterliegen.

Methodisch gibt es zwei verschiedene Mdglichkeiten der Polyadenylierung einer RNA in
vitro. Zum einen kann wahrend der PCR mit Hilfe eines Oligonukleotids, welches eine
bestimmte Anzahl an Thyminresten am 5’- Ende enthalt, dem DNA Template fir die in vitro-
Transkription ein Poly(T)-Schwanz angehangt werden. Dieser Bereich wird dann wahrend
der Transkription fir die RNA zu einem Poly(A)-Anhang umgeschrieben. Jedoch kann diese
Methode der Polyadenylierung nur fir das Anhangen von relativ kleinen Poly(A)-Enden,
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beispielsweise 50 A, genutzt werden, da bei langeren Poly(T)-Uberhangen im Primer die
PCR gestort wird. Vorteilhaft bei dieser Methode ist jedoch, dass hier durch den Primer die
Menge an angehangten Adeninen exakt gewahlt werden kann und somit eine
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchsreihen gewahrleistet wird. Eine andere
Methode zur Polyadenylierung ist der Einsatz eines Enzyms, der Poly(A)-Polymerase.
Dieses Enzym kann einer in vitro-transkribierten RNA mit Hilfe von rATP Poly(A)-Schwanze
am 3-Ende anhangen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass hier auch langere Poly(A)-
Anhange entstehen kdnnen, die bis zu mehreren tausend Adenine enthalten. Nachteilig ist
jedoch, dass die Lange der Poly(A)-Anhangs nicht exakt vorhersagbar ist, da diese abhéngig
ist von der Inkubationszeit des Enzyms und auch von der eingesetzten Menge an RNA, da
niedriger konzentriert eingesetzte RNA bei gleicher Inkubationszeit langere Poly(A)-Anhange
bekommt als bei hheren RNA-Konzentrationen. Die Bestimmung der Poly(A)-Lange erfolgt
nach der Polyadenylierung auf einem hoherprozentigen (2%) Agarosegel, indem nicht-
polyadenylierte und polyadenylierte RNAs nebeneinander aufgetragen werden. Um eine
mdglichst genaue Langenbestimmung durchzufihren, wurden die Langenunterschiede der
RNAs per PC mit Hilfe der Bemalungsfunktion in CorelDraw bestimmt. Da die
Abmessungen der Banden jedoch nie 100 %ig exakt sein kdnnen, sondern zum Teil auch
subjektiven Eindriicken unterliegen, kann die Bestimmung der Poly(A)-L&nge wie durch die
PCR-Methode gegeben hierbei nicht so genau erfolgen.

Obwohl die Auswertung der Experimente zur Stimulation der Translation durch den Poly(A)-
Anhang von 50 A einen sehr deutlich stimulatorischen Effekt, je nach verwendetem
Konstrukt von 2 — 6-fach zeigt, stellt sich trotzdem die Frage, inwiefern die Poly(A)-Lange
diese Stimulation quantitativ beeinflusst.

Um systematisch zu testen, welchen Effekt die LaAnge des Poly(A)-Endes auf die Translation,
sowohl cap- als auch IRES-abhangig hat, wurden die RNAs mit Hilfe der beiden oben
beschriebenen Methoden der Polyadenylierung mit unterschiedlich langen Poly(A)-
Anhangen versehen. Die Lange der durch PCR hergestellten Poly(A)-Anhdnge betragt
zwischen 5 und 50 A, langere Anhange von ungefahr 80 bis zu etwa 1000 A wurden durch
den Einsatz der Poly(A)-Polymerase erreicht.

Zunachst wurde der Effekt der kurzen Poly(A)-Enden auf die HCV IRES- und die cap-
abhéangige Translation in vitro getestet. Dazu wurden gleiche Mengen der transkribierten
Reporter RNAs mit unterschiedlichen Poly(A)-Langen im Kaninchen-Retikulozyten-Lysat
eingesetzt. Nach 45 Minuten Inkubationszeit werden die Reaktionen gestoppt und die
Luciferase-Aktivitat gemessen. Als zusatzliche Kontrolle wurde ein Poly(U)-Anhang von 20
Nukleotiden am 3’-Ende der RNA eingesetzt.
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Abbildung 3.23: Effekt der kurzen Poly(A)-Anhénge a  uf die in vitro-Translation in RRL. Effekt
der Poly(A)-Anhange von 5 — 50 A auf die HCV IRES (A) beziehungsweise die gecappten Actin-RNAs
(B) im Vergleich zu nicht-polyadenylierter RNA (0 A) im Retikulozytenlysat. Als Kontrolle wurde eine
RNA mit einem Poly(U)-Anhang von 20 Nukleotiden verwendet.

In der in vitro-Translation in RRL zeigen die Poly(A)-Enden mit einer Lange von 5 — 50 A im
Vergleich zu den nicht-polyadenylierten RNAs keinen stimulierenden Effekt (siehe Abbildung
3.23). Dies gilt sowohl fir die IRES-enthaltenen RNAs (Abbildung 3.23 A) als auch fir die
gecappten Actin-Konstrukte (Abbildung 3.23 B). Die gecappten RNAs zeigten allerdings
stark schwankende Werte zwischen den Messreihen, so dass hier hohere
Standardabweichungen errechnet wurden. Bei beiden Reporter-RNAs, die einen Anhang von
50 U am 3’-Ende besitzen, ist dagegen eine Inhibition von bis zu 2/3 zu messen.

Die hier gewonnenen Daten bestétigen die vorherigen in vitro-Experimente im RRL, in denen
ebenfalls kein Effekt der 50 A auf die Translation zu messen war (vergleiche Abbildung
3.15).

Neben dem Retikulozytenlysat stand ein weiteres translationskompetentes Lysat zur
Verfigung. Das auf humanen Zellen basierende in vitro-System von Thermo Scientific Pierce
beinhaltet laut Aussage der Herstellerfirma unter anderem einen Extrakt aus HelLa-Zellen.
Somit kénnten die Mechanismen in diesem in vitro-System denen in den meisten Zellen
ahnlicher sein als dies im Kaninchen-Retikulozyten-Lysat der Fall ist.

Um zu testen, ob eine Stimulation der Translation durch einen Poly(A)-Anhang im diesem
human-basierten System von Thermo Scientific zu sehen ist, wurden die Reporterkonstrukte
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mit den kurzen Poly(A)-Anhdngen wie vom Hersteller beschrieben in diesem Lysat
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte hier im Gegensatz zum RRL allerdings fur 60 Minuten und
damit etwas langer als im RRL. Diese Zeit wurde vom Hersteller vorgegeben.
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Abbildung 3.24: Effekt der kurzen Poly(A)-Enden auf die in vitro-Translation im Thermo
Scientific Pierce System. Effekt der Poly(A)-Anhange von 5 — 50 A auf die HCV IRES im Vergleich
zu nicht-polyadenylierter RNA in Zelllysat, welches auf humanen HelLa-Zellen basiert. Als Kontrolle
wurde auch hier eine RNA mit einem Poly(U)-Anhang von 20 Nukleotiden verwendet.

Auch in diesem translationskompetenten Zelllysat konnte keine Stimulation durch den
Poly(A)-Anhang auf die HCV IRES-abhangige Translation gesehen werden. Im Gegensatz
zu den in RRL erzielten Resultaten ist hier allerdings keine Inhibition beim Anhangen des
Poly(U)-Endes zu sehen. Die gecappten Actin-RNAs zeigten in diesem Lysat seltsamerweise
gar keine Translationsaktivitat und sind deshalb hier nicht dargestellt.

Als nachstes soll der Effekt der kurzen Poly(A)-Schwanze auf die HCV IRES-abhangige
Translation in vivo gezeigt werden. Dazu werden die RNAs mit O - 50 A beziehungsweise 20
U in Huh7- und HelLa-Zellen transfiziert.
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Abbildung 3.25: Stimulation der IRES-abhdngigen Tra  nslation durch verschiedene Poly(A)-
Langen in Huh7- und HelLa-Zellen. Die HCV IRES Reporterkonstrukte mit Poly(A)-L&ngen von O -
50A beziehungsweise 20 U als Kontrolle werden in Huh7- und Hela-Zellen transfiziert und die
Reporteraktivitat nach 4 Stunden gemessen.
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Im Gegensatz zur in vitro-Translation zeigt sich nach der Transfektion der Reporter-RNAs in
Zellen eine deutliche Stimulation der HCV IRES durch den Poly(A)-Anhang. Schon bei einem
sehr kurzen Poly(A)-Enden von nur 10 A ist in beiden Zelllinien eine deutliche Stimulation zu
messen. Diese betragt in Huh7-Zellen ca. 3,5-fach und in HeLa-Zellen sogar fast 5-fach. Ein
kurzerer Anhang von nur 5 A zeigt keine Stimulation in Huh7-Zellen und geringe 2-fache in
HelLa-Zellen. Die Erhéhung der Poly(A)-Lange in 10-Nukleotid-Schritten zeigt allerdings
schon ab 20 A nur noch eine geringe weitere Steigerung der Stimulation. Die Kontrolle durch
die RNA dem 20(U)-Anhang zeigt keine Stimulation.

Auch die gecappten Actin-Konstrukte mit kurzen Poly(A)-Anhangen werden in vivo in
gleicher Weise getestet.
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Abbildung 3.26: Stimulation der cap-abhangigen Tran  slation durch verschiedene Poly(A)-
Langen in Huh7- und HelLa-Zellen.  Die gecappten Actin-Reporterkonstrukte mit Poly(A)-Langen von
0 - 50A beziehungsweise 20 U als Kontrolle werden in Huh7- und HelLa-Zellen transfiziert und die
Reporteraktivitat gemessen.

Die Stimulation der cap-abhangigen Translation durch die Poly(A)-Anhange von 10 — 50 A ist
auch hier in beiden Zelllinien zu sehen. Ebenso wie bei der HCV IRES ist bei dem Poly(A)-
Ende mit 5 A auch hier nur ein sehr geringer stimulatorischer Effekt von 1,3-fach bzw. 1,5-
fach zu sehen. Eine deutliche Steigerung ist ab einer Lange von 10 A zu beobachten.
Allerdings zeigt sich bei der cap-abhangigen Translation eine weitere Steigerung der
Stimulation durch das Anhangen von jeweils 10 weiteren Adenosinen, so dass bei der
Poly(A)-Schwanz Lange von 50 A eine Gesamtstimulation von fast 22-fach in Huh7-Zellen
und von fast 12-fach in HelLa-Zellen zu beobachten ist. Hier ist also vermutlich das Plateau
der Stimulation mit dem Anhangen von 50 A noch nicht erreicht, wohingegen bei der HCV
IRES abhangigen Translation das Plateau schon bei 30 A erreicht wurde und die
Erweiterung des Poly(A)-Anhangs um 10 weitere A keinen groRen Effekt zeigte. Auch in
diesem Versuch zeigte das Anhangen von 20 U an das 3'-Ende der RNA erwartungsgemarn
keinen stimulatorischen Effekt.
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Um zu untersuchen, ob eine weitere Stimulation der Translation durch langere Poly(A)-
Anhange erreicht werden kann, wurden polyadenylierte Reporterkonstrukte mit Hilfe der
Poly(A)-Polymerase hergestellt. Durch den Einsatz dieses Enzym werden die Reporter-
RNAs mit HCV IRES und gecappter Actin 5-UTR am 3’-Ende polyadenyliert. Die Lange des
Poly(A)-Endes hangt dabei sowohl von der eingesetzten Menge an RNA als auch von der
Menge an Enzym und der Inkubationszeit ab. Um verschieden lange Poly(A)-Anhédnge zu
produzieren, wurden die Enzymreaktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch
Hitzeinaktivierung gestoppt. Die RNAs wurden zur Langenbestimmung auf einem 1,5 — 2 %
igen Agarosegel aufgetrennt. Ein Beispiel flr ein solches Gel mit RNAs, die unterschiedlich
lange polyadenyliert wurden, ist in Abbildung 3.27 zu sehen.
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Abbildung 3.27: Beispiel fir ein 1,5 %iges Agaroseg el mit gecappten Actin-RNAs mit
unterschiedlich langen Poly(A)-Anhangen. Die gezeigten RNAs wurden zwischen 0 und 45 min mit
Hilfe der Poly(A)-Polymerase polyadenyliert. D = DNA Marker, R = RNA Marker; die Zahlen stehen fur
die Inkubationszeit der Polyadenylierungsreaktionen in Minuten. Zur tbersichtlicheren Darstellung des
DNA-Markers sind nicht alle Bandengréf3en angegeben.

Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Langen der Poly(A)-Anhange bei jeder neuen
Polyadenylierungsreaktion variieren und somit zu jeder Versuchsreihe eine erneute
Langenbestimmung durchgefiihrt werden muss. AuRerdem ist die Langenabschatzung trotz
der Bemaf3ung per PC subjektiv und nie ganz exakt, da die Bestimmung der Position der
Banden auf dem Gel wegen der Breite der Banden und der geringen Genauigkeit der
Messung mit Fehlern behaftet ist.

Die Reporter-RNAs mit HCV IRES beziehungsweise gecappter Actin 5-UTR und den
langeren mit Enzym polyadenylierten 3'-Enden wurden zunéchst in der in vitro-Translation im
Retikulozytenlysat getestet. Kurze Poly(A)-Anhange von bis zu 50 A hatten zuvor keinen
Effekt gezeigt. Um zu testen, ob langere Poly(A)-Anhange eine Stimulation der Translation
bewirken oder es grundsatzlich im RRL nicht méglich ist eine Stimulation der Translation
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durch 3'-Poly(A)-Enden zu erreichen, wurden die RNAs in diesem in vitro- System translatiert
und die Reporteraktivitat gemessen.
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Abbildung 3.28: In vitro-Translation der HCV IRES Reporter RNAs mit langeren Poly(A)-
Anhangen in RRL. Die Reporter RNAs mit HCV IRES und verschiedenen durch eine Poly(A)-
Polymerase hergestellten Poly(A)-Langen wurden im Kaninchen-Retikulozyten-Lysat translatiert.

Wie schon fur die kurzen Poly(A)-Anhange bis 50 A gezeigt (siehe Abbildung 3.23 A) ist
auch bei bis 600 Nukleotiden Anhang kein stimulierender Effekt auf die IRES-abhangige
Translation zu sehen. RRL scheint also die in Zellen zu beobachtende stimulierende Wirkung
auf die HCV IRES unabhéangig von der Poly(A)-Lange nicht zeigen zu kénnen.
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Abbildung 3.29: Beispiel einer in vitro-Translation von gecappter Reporter-RNA mit Poly(A) -
Anhangen in RRL. Die Reporter RNAs mit gecappter Actin 5-UTR und unterschiedlich langen
Poly(A)-Anhangen wurden im Kaninchen-Retikulozyten-Lysat translatiert. Von mehreren
Versuchsreihen ist hier zur tbersichtlicheren Darstellung nur eine beispielhaft gezeigt.

Im Gegensatz zur in vitro-Translation der HCV IRES Reporter-RNAs mit Poly(A)-Anhang
sieht man bei der Translation der gecappten und polyadenylierten Actin-Reporter-RNAs im
RRL zunachst bei Poly(A)-Langen von ca. 200 Nukleotiden eine leichte Steigerung der
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Stimulation, die dann allerdings mit weiter zunehmender Poly(A)-Lange drastisch absinkt, bis
fast keine Translation mehr messbar ist. Da bei ganz kurzen Poly(A)-Anhangen von bis zu
50 A noch kein stimulatorischer Effekt messbar war, scheint es einen recht engen Bereich
von ungefahr 100 — 200 A zu geben, der auch im RRL die cap-abhangige Translation
stimulieren kann.

Auch fir diese Konstrukte mit langeren Poly(A)-Anhangen wurde die in vitro-Translation
ebenfalls im Pierce Thermo Scientific Lysat, welches auf humanen HelLa-Zellen basiert,
getestet. Da dieses System wie schon beschrieben die gecappten Actin-Konstrukte nicht
translatiert, kbnnen hier nur die Resultate fir die HCV IRES Konstrukte dargestellt werden.
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Abbildung 3.30: Translation der HCV IRES Reporterko nstrukte mit Poly(A)-Anhangen im
Thermo Scientific Lysat. Die Reporterkonstrukte mit HCV IRES und verschiedenen Poly(A)-Langen
von ungefahr 50 — 600 A wurden im Thermo Lysat translatiert.

In diesem auf humanem Zelllysat basierenden System kann durch sehr lange Poly(A)-Enden
eine leichte knapp 2-fache Stimulation der HCV IRES gezeigt werden, wohingegen der Effekt
im RRL auch bei langen Poly(A)-Anhangen nicht auftritt.

Um den Effekt der langen Poly(A)-Schwénze in vivo zu testen, wurden die Reporter-RNAs
mit den unterschiedlichen enzymatisch hergestellten Anhangen am 3’-Ende in Huh7- und
HelLa-Zellen transfiziert. Die mehreren durchgefuhrten Versuchsreihen mit den
unterschiedlich langen Poly(A)-Anhdngen werden im Folgenden zur besseren Ubersicht
zusammengefasst dargestellt. Dazu wurden die Langen der Poly(A)-Anhédnge mit ihren
dazugehorigen Stimulationswerten in die in Abbildung 3.31 gezeigten Langen-Kategorien
eingeteilt, und die Mittelwerte und dazugehérigen Standardabweichungen der gemessenen
Stimulationen innerhalb einer Kategorie zusammengefasst und in der Graphik dargestellt.
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Abbildung 3.31: Effekt der verschieden langen Poly(  A)-Anhéange auf die Aktivitat der HCV IRES

in Zellen. Die Lange der mit Hilfe eines Enzyms hergestellten Poly(A)-Enden wurde in Kategorien
eingeteilt. Dargestellt werden hier die dazugehdrigen zusammengefassten Stimulationswerte (A) in
Huh7-Zellen und (B) in HelLa-Zellen. Die Zahlen Uber den Balken stehen fur die relativen

Stimulationswerte.

Die mit Hilfe der Poly(A)-Polymerase hergestellten Anhange zeigen bei der HCV IRES-
abhéangigen Translation sowohl in Huh7- als auch in HelLa-Zellen zunachst eine weiter
steigende Stimulation bis zu einer Poly(A)-Lange von ungeféhr 1000 Nukleotiden. In Huh7-
Zellen wird eine maximale Stimulation bei 1000 A von 8,6-fach, in HelLa-Zellen wird bei
gleicher Poly(A)-Lange eine Stimulation von 5,9-fach erreicht. Eine zusatzliche Erweiterung
der Poly(A)-Anhange bewirkt allerdings keine weitere Stimulierbarkeit der Translation mehr.
In HeLa-Zellen scheint es sogar einen leichten Riickgang der Stimulationen bei sehr langen
Poly(A)-Anhangen von einigen tausend Nukleotiden zu geben, so dass bei einem Poly(A)-
Schwanz von uber 3000 A ein Rickgang auf eine Stimulation von ungefahr 4-fach zu
beobachten ist. In Huh7-Zellen ist der Effekt der Poly(A)-Anhange von mehreren Tausend A
nicht so deutlich sichtbar, sondern die Stimulation scheint ab 1000 Nukleotiden zu

stagnieren.
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Abbildung 3.32: Effekt der verschieden langen Poly(  A)-Anhdnge auf die cap-abhéngige
Translation in Zellen. Die Lange der mit Hilfe eines Enzyms hergestellten Poly(A)-Enden wurde in
Kategorien eingeteilt. Dargestellt werden hier die dazugehérigen zusammengefassten
Stimulationswerte (A) in Huh7-Zellen und (B) in HeLa-Zellen. Die Zahlen Uber den Balken stehen fir
die relativen Stimulationswerte.

Auch die gecappten Actin-RNAs werden durch die langeren Poly(A)-Anhange in beiden
Zelllinien stimuliert. Auch hier findet man bei Betrachtung der einzelnen Stimulationswerte
eine Stagnation bei ungefahr 1000 Nukleotiden Poly(A)-Anhang. Dieses zunéachst erreichte
Plateau zeigt eine Stimulation von ungeféhr 36-fach in Huh7- und 13-fach in HeLa-Zellen. Im
Gegensatz zur HCV IRES-abhangigen Stimulation, bei der sich dieses Stimulationsplateau
im Versuchsverlauf mit langeren Poly(A)-Enden von bis zu 3500 nicht mehr veréndert, zeigt
sich in den Versuchen mit gecappter RNA eine weitere Stimulationssteigerung ab einer
Poly(A)-Lange von ungefahr 3000 A. Diese betréagt in Huh7-Zellen eine ca. 80-fache und in
HeLa-Zellen eine ungefahr 24-fache Stimulation.

Vergleicht man die erreichten Stimulationswerte beim Einsatz der durch PCR hergestellten
Poly(A)-Anhangen von 5-50 A (siehe Abbildungen 3.25 und 3.26) mit den langeren mit Hilfe
der Poly(A)-Polymerase hergestellten von ca. 100 — 3500 A (siehe Abbildungen 3.31 und
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3.32), so fallt auf, dass die relativen Stimulationswerte bei den langeren Poly(A)-Anhangen
im Vergleich zu den kurzen niedriger sind. So findet man beispielsweise eine Stimulation der
HCV IRES durch den per PCR herstellten 50 A Anhang von 4,5-fach in Huh7-Zellen und 7,5-
fach in HeLa-Zellen. Die kirzesten durch das Enzym polyadenylierten HCV IRES-Reporter-
RNAs von ungefahr 100 A zeigen hingegen in Huh7-Zellen nur eine Stimulation von 2,6-fach
in HeLa-Zellen und sogar nur von 2,1-fach in HeLa-Zellen. Der gleiche Effekt ist auch bei der
cap-abhéngigen Translation zu beobachten. Hier zeigten die kurzen 50 A-Anhange eine
Stimulation in Huh7-Zellen von 21,7-fach und in HeLa-Zellen von 11,5-fach, wohingegen die
enzymatisch polyadenylierten 100 Nukleotid-Anhange nur eine Stimulation von 8,9-fach in
Huh7-Zellen und nur 3,5-fach in HeLa-Zellen bewirken. Ein direkter Vergleich zwischen den
50er und 100er Poly(A)-Enden, die mit Hilfe der beiden unterschiedlichen Methoden
hergestellt wurden, zeigt, dass die Werte der 100er Poly(A)-Anhange in Huh7-Zellen
ungefahr um einen Faktor 2 und in HeLa-Zellen sogar um einem Faktor 3,4 niedriger liegen
als die Werte der 50er Poly(A)-Anhénge.

Diskussion

Um herauszufinden, worauf diese Unterschiede in der Stimulation der Translation durch die
verschiedenen Polyadenylierungsmethoden zurtickzufiihren sind, ist eine Betrachtung der
Herstellung und Weiterverarbeitung der polyadenylierten RNAs bis zur Transfektion im Detail
interessant. Die kurzen Poly(A)-Anhénge von 5-50 A wurden durch die in vitro-Transkription
von einer Poly(T)-Matrize generiert. Nach der Transkription wurde die RNA ohne weitere
Behandlung transfiziert. Die enzymatisch polyadenylierten RNAs erfuhren hingegen
methodisch bedingt eine etwas andere Behandlung. Nach der Transkription der RNAs
zunachst ohne Poly(A)-Anhang, musste die Nukleinsdure aus dem Transkriptionsansatz
aufgereinigt werden, da die Komponenten des verwendeten Transkriptionspuffers die
Aktivitat der Poly(A)-Polymerase hemmen kénnen. Nach der Aufreinigung der RNA ber das
RNeasy-Kit der Firma Qiagen liegt die RNA in Wasser eluiert vor. Ein Kkurzer
Erhitzungsschritt der RNA bei 70 T verhindert die Ausbildung von RNA-Doppelbanden nach
der Aufreinigung. Vermutlich kommt es aufgrund des Aufreinigungsschritts zu einer
teilweisen falschen Faltung der RNA, die mit Hilfe des Erhitzungs- und Abkihlungsschritts
rickgéngig gemacht wird. Fir die darauf folgende Polyadenylierungsreaktion wird die
aufgereinigte RNA mit Polyadenylierungspuffer, rATP und Poly(A)-Polymerase versehen und
die verschiedenen Ansatze unterschiedlich lange inkubiert. Der Ansatz, der 0 Minuten
polyadenyliert wird und somit im Experiment als Vergleichswert flr die unpolyadenylierte
RNA dient, wird ebenfalls mit Puffer und ATP, jedoch nicht mit dem Enzym versetzt. Nach
der entsprechenden Polyadenylierungszeit wird das Enzym fir 10 Minuten hitzeinaktiviert.
Zu Beginn der Versuche wurden diese RNAs danach in die Zelllinien transfiziert.

Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen gemessenen Stimulationswerte zwischen
den beiden Methoden der Polyadenylierung scheint auf den ersten Blick das Vorliegen der
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RNAs in verschiedenen Pufferbedingungen zu sein. Die RNAs mit kurzen Poly(A)-Anhangen
liegen zum Zeitpunkt der Transfektion in Transkriptionspuffer vor, die langeren hingegen in
Polyadenylierungspuffer. Um zu Uberprifen, ob diese Pufferbedingungen einen Einfluss auf
die Transfektionen haben und somit zu diesen Unterschieden fihren, wurden beide Arten
von RNAs nach der in vitro-Transkription beziehungsweise nach der
Polyadenylierungsreaktion mit Hilfe des RNeasy-Kit aufgereinigt und lagen danach alle in
Wasser eluiert vor, so dass diese Bedingungen der Transfektion dann fur alle Proben gleich
waren. Jedoch zeigte sich auch durch diese Behandlung der RNAs keine Angleichung der
Stimulationswerte. Allerdings ergibt sich durch die aufwéndige Behandlung der langen
polyadenylierten RNAs eine weitere methodische Schwierigkeit. Die im Verlauf der
Behandlung notwendigen zahlreichen Aufreinigungs- und Erhitzungsschritte tragen dazu bei,
dass zum einen die Menge an zu transfizierender RNA im Ansatz und zum anderen die
Qualitat der RNA abnimmt. Ein RNA-Mengenabgleich per Agarosegel, wie er fir jede neue
RNA vor der Transfektion durchgefihrt wird, wurde bei diesen RNAs nach der Behandlung
sehr viel schwieriger, da die Banden auf dem Gel nicht mehr so gut zu erkennen waren. Da
in diesen Reaktionsansatzen im Vergleich zu denen der kurz-polyadenylierten und weniger
intensiv behandelten sehr viel weniger Gesamt-RNA vorhanden ist, war es oftmals nicht
madglich, eine Transfektion von ungefahr 400 ng RNA, wie ansonsten standardmalig
eingesetzt, in jedem Ansatz zu verwenden. Deshalb wurden hier zwar innerhalb der
Versuchsreihe moglichst identische Mengen verwendet, dabei jedoch weniger als 400 ng
RNA eingesetzt. Es musste also in weiteren Versuchsreihen noch getestet werden, ob die
transfizierten Mengen an RNA den beobachteten Unterschied in den Stimulationswerten
erklaren kénnen. Abschliel3end konnte hier bisher keine Erklarung fir diese Unterschiede in
der Stimulation durch die methodisch unterschiedlich hergestellten Poly(A)-Anhange
nachgewiesen werden.

Jedoch kann aus den oben gezeigten Daten geschlussfolgert werden, dass die Lange des
Poly(A)-Anhangs einen starken Effekt auf die Stimulation der Translation hat. Dieser Effekt
konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings nur in vivo nachgewiesen werden, was im
Gegensatz zu einigen Studien steht, bei denen die Stimulation durch einen Poly(A)-Anhang
auch im RRL oder translationskompetenten HelLa-Extrakt gezeigt werden konnte (z.B.
Bergamini et al., 2000; Bradrick et al., 2007).

Fazit

Die hier gezeigten Daten zur Untersuchung des Einflusses der Lange des Poly(A)-Anhangs
auf die Stimulation der cap- und IRES-abhangigen Translation zeigen, dass in vivo eine um
so hohere Stimulation zu finden ist, je langer der Poly(A)-Schwanz ist. Dieser Effekt ist
jedoch nur bis zu einer gewissen Lange vom mehreren Hundert Adenosinen zu sehen. Noch
langere Anhédnge zeigen keine weitere Stimulation. Das Ausmalfd der Stimulation erwies sich
hier jedoch abhangig von der gewahlten Polyadenylierungsmethode.
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4. Schlussdiskussion

In dieser Arbeit wurde zunachst der Einfluss der HCV 3’-UTR sowie des 3’-Poly(A)-Anhangs
auf die IRES- und cap-abhangige Translation in vivo und in vitro untersucht. Dabei wurde
ebenfalls getestet, ob dieser Einfluss zelltypabhangig ist oder ob es sich eher um einen
generellen, zelltypunabhéngigen Mechanismus handelt. Im zweiten Teil der Arbeit wurde das
Hauptaugenmerk auf die Lange des 3’-Poly(A)-Anhangs und dessen quantitativen Effekt auf
die Stimulation der IRES- und cap-abhéngigen Translation gelegt.

4.1 Die HCV 3’-UTR stimuliert die IRES-abhangige Tr anslation der HCV und PTV
IRES zelltypunabhéngig

Basierend auf der Arbeit von Song et al. (2006), in welcher der stimulatorische Effekt der
HCV 3'-UTR auf die HCV IRES-abhéngige Translation festgestellt wurde, sollte in der
vorliegenden Arbeit zunachst festgestellt werden, ob dieser Effekt durch die HCV 3-UTR
ebenfalls fur die Translation der HCV-verwandten PTV IRES zu erkennen ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die Translation beider IRES-Elemente durch die HCV 3-UTR in
ahnlichem Mal3e gesteigert werden kann.

Generell ist in der Literatur der Effekt der HCV 3'-UTR auf die Translation des Virus sehr
kontrovers beschrieben. Es wurde sowohl eine inhibitorische Wirkungsweise (Murakami et
al., 2001) als auch keine Effekt der HCV 3’-UTR auf die Translation beschrieben (z.B. Fang
und Moyer, 2000; Imbert et al., 2003; Friebe et al., 2002). Auch eine Stimulation der
Translation durch die HCV 3-UTR ist sowohl fur in vitro- als auch in vivo-Studien
beschrieben worden (z.B. Ito und Lai, 1998; Michel et al., 2001; McCaffrey et al., 2002; Song
et al., 2006, Bradrick et al., 2006).

Dabei konnte in der Studie von Song sehr deutlich gezeigt werden, woher mogliche
Unterschiede in den gefunden Effekten durch die HCV 3'-UTR stammen kdnnen. Wichtige
experimentelle Parameter fur eine korrekte Translation sind ein authentisches 3'-Ende der
RNA, also ohne zusétzliche Nukleotide stromabwérts der HCV 3'-UTR. AuRRerdem konnte
nachgewiesen werden, dass RNA statt DNA in die Zellen transfiziert werden sollte, was auch
der natirlichen Infektion des Hepatitis C Virus ndher kommt, da es sich um ein RNA-Virus
handelt, dessen RNA in der Zelle direkt translatiert werden kann. In manchen Studien wurde
nicht die komplette Sequenz der HCV 3'-UTR verwendet, sondern nur die 3'-X Region (Ito
und Lai, 1998; Michel et al., 2001), jedoch konnte sowohl bei Song et al. als auch in der
vorliegenden Arbeit durch Deletionen innerhalb der HCV 3’-UTR gezeigt werden, dass alle
drei Bereiche an der gefundenen Translationsstimulation beteiligt sind (siehe Abbildung
3.10). Somit sind Studien, welche ausschlie8lich auf der 3'-X Region basieren, zumindest
bezlglich quantitativer Aussagen kritisch zu sehen. Auch wurden in einigen Studien
dicistronische Reporterkonstrukte verwendet, in denen ein zweites IRES-Element vorhanden
ist (Friebe und Bartenschlager, 2002; Yi und Lemon, 2003). Dass die Verwendung

94



4. Schlussdiskussion

dicistronischer Reporterkonstrukte in Translationsstudien ein kritischer Faktor sein kann,
wurde in der Arbeit von Jinemann et al. belegt. Dort zeigte sich eine Beeinflussung der
Translationsaktivitat am 5’-Ende durch das interne IRES-Element in cis (Jinemann et al.,
2007). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich monocistronische Reporter-
RNAs verwendet, um einen solchen Effekt ausschliel3en zu kénnen.

Diese experimentellen Gegebenheiten kdnnen zum Teil flr die in der Literatur gefunden
unterschiedlichen Effekte der HCV 3-UTR auf die Translation des Virus verantwortlich
gemacht werden. Da in der vorliegenden Arbeit allerdings die von Song beschriebenen
Parameter verwendet wurden, ist ein direkter quantitativer Vergleich beziglich der
Stimulationswerte durch die HCV 3-UTR mit dieser Studie sinnvoll. Obwohl fir die
Ermittlung der Stimulation der HCV IRES-abhangigen Translation durch ihre 3'-UTR in
beiden Studien das exakt gleiche Konstrukt verwendet wurde, sind dennoch Unterschiede
aufgetreten.

Die zu Beginn dieser Arbeit verwendete Reporter-RNA ohne HCV 3'-UTR, die direkt nach
der Firefly Luciferase Sequenz endet (vergleiche Abbildung 3.2), zeigte sowohl in vitro als
auch in vivo eine recht niedrige Translationsaktivitat, was im Vergleich zum Konstrukt mit
HCV 3-UTR in der Auswertung zu einer sehr hohen Translationsstimulation durch die HCV
3’-UTR fuhrte. Diese betragt bis zu 90-fach (siehe Abbildung 3.4) und steht somit im Kontrast
zu den gefunden Stimulationswerten in der Studie von Song, der mit dem gleichen Konstrukt
und gleicher Methode nur eine Stimulation von bis zu 25-fach zeigen konnte. Auch die Daten
der in vitro-Studien in RRL stimmen anfanglich nicht tberein, da die in dieser Arbeit gezeigte
Stimulation (siehe Abbildung 3.3) dort nicht gefunden werden konnte.

Eine Angleichung der Daten wurde erst durch die Verlangerung des Konstrukts ohne HCV
3-UTR durch die ungefahr 200 Nukleotide unspezifische Plasmid-Sequenz erreicht. Es
konnte eine hoéhere Aktivitat der RNA ohne HCV 3-UTR gemessen werden, was zu einer
geringeren relativen Stimulation durch die HCV 3’-UTR fuhrt. Nach der Verlangerung dieser
RNA zeigte sich ebenfalls kein Effekt durch die HCV 3'-UTR mehr im RRL und ein sehr viel
niedrigerer stimulatorischer Effekt in vivo. Vermutlich kann eine solche Beobachtung auf eine
verbesserte Termination der Translation zurtickgefihrt werden, so dass translatierende
Ribosomen, die sich am Ende des Reportergens mit einer darauf folgenden nicht zu
translatierenden  Sequenz  befinden, effizienter terminieren kdnnen als ohne
Sequenzverlangerung nach dem Reportergen. Dies fuhrt letztendlich zu einer erhéhten
Translationsaktivitdt, da die Ribosomen zum einen nicht am Ende der RNA ,stecken
bleiben®, ohne korrekt terminieren zu kénnen und diese dadurch schneller wieder fir eine
erneute Runde der Translation verwendet werden konnen. Auch andere Studien zur
Termination der Translation zeigen eine Repression der Translation bei verkirzten 3’-UTR-
Enden von RNAs (Amrani et al., 2004; Inada et al., 2005). Daher ist es in zuklnftigen
Studien wichtig, den Parameter einer zusatzlichen willkirlichen Sequenz oder 3'-UTR direkt
nach dem Reportergen zu berlcksichtigen und diese wie in dieser Arbeit durchgefihrt,
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madglichst mit der gleichen Lange zu wahlen wie die zu vergleichende RNA, hier die HCV 3'-
UTR.

In den Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit konnte allerdings kein zelltypspezifischer
Effekt der Translationsstimulation nachgewiesen werden, sondern es wurde eine &hnlich
hohe Stimulation sowohl in Hepatom- als auch Nichthepatomzelllinien gefunden. Allerdings
konnte vor der Verlangerung der RNA ohne HCV 3-UTR ein Unterschied zwischen Huh7-
und Hela Zellen festgestellt werden, so dass die Stimulation durch die HCV 3-UTR in HeLa
Zellen nur ca. 55 % der Stimulation in Huh7-Zellen betrug (siehe Abbildung 3.4). Nach der
Verlangerung der RNA am 3-Ende hinter dem Luciferase-Gen ist allerdings neben der
geringeren Gesamtstimulation auch kein zelltypspezifischer Stimulationseffekt mehr zu
sehen. Da hierzu allerdings keine weiteren Versuche durchgefiihrt wurden, lasst sich an
dieser Stelle nur spekulieren, dass die zelltypabh&ngige Hohe der Stimulation durch die HCV
3-UTR in der Studie von Song eventuell durch die Art der Reporter-RNAs ohne
Verlangerung nach dem Reportergen zustande kommt. Denkbar wéren hier beispielsweise
eine schlechtere Termination der Translation dieser RNAs in bestimmten Zelltypen und somit
eine rechnerisch erhohte Translationsstimulation beim Quotienten der Reporteraktivitaten
der RNAs mit und ohne HCV 3-UTR. Die Tatsache, dass in dieser Arbeit keine
zelltypabhangige Stimulation der Translation durch die HCV 3-UTR gefunden wurde, lasst
den Schluss zu, dass fur eine Erklarung der hohen Leberspezifitdt des Hepatitis C Virus
andere Parameter betrachtet werden missen, wie beispielsweise die Rezeptoren auf der
Zelloberflache der Hepatozyten oder das Vorhandensein leberspezifischer miRNAs, die
ebenfalls translationsstimulierend auf die HCV-RNA wirken (Henke, Goergen et al., 2008).
Basierend auf der Erkenntnis, dass die HCV IRES-abhangige Translation des Virus durch
die HCV 3-UTR stimuliert wird, stellte sich die Frage, ob ebenfalls die Translation HCV-
ahnlicher IRES-Elemente durch die HCV 3-UTR in &hnlicher Weise beeinflusst wird. Die
IRES des Porcinen Teschovirus 1 Talfan (PTV-1), welches aufgrund seiner Struktur und
seines Genomaufbaus den Picornaviren zugeordnet wird, besitzt trotzdem sowohl eine hohe
strukturelle als auch eine hohe funktionelle Ahnlichkeit zur HCV IRES (Pisarev et al., 2004;
Chard et al., 2005). Diese beiden IRES-Elemente haben eine Gesamt-Sequenzidentitat von
ca. 55 % und besitzen einige gemeinsame hoch-konservierte Bereiche. Dazu gehéren
beispielsweise der Pseudoknoten sowie weitere fur die Bindung der Ribosomen an die IRES
wichtige Bereiche. Dies ist zum Beispiel bei den die Stem-Loops llid und llle der Fall, also
Regionen, fir die eine Interaktion der IRES mit der ribosomalen 40S-Untereinheit und elF3
nachgewiesen werden konnte (Kieft et al., 2001; Lukavksy et al., 2000; Hellen und De
Breyne, 2007; Easton et al., 2009).

Trotzdem sind die beiden IRES Element nicht komplett identisch, sondern zeigen nur eine
hohe Ahnlichkeit. Eine schematische Darstellung der beiden IRES-Elemente im Vergleich ist
in den Abbildungen 1.18 und 3.1 gezeigt. Neben der PTV IRES wurden allerdings auch
andere IRES-Elemente nachgewiesen, die ebenfalls der HCV IRES &hnlich sind und, wie bei
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PTV der Fall, anderen Virusfamilien zugeordnet werden, wie das Simian Picornavirus (Hellen
und De Breyne, 2007). Die gefundenen Gemeinsamkeiten beziehen sich jedoch
ausschlieRlich auf die IRES-Elemente, da sich sowohl die gesamte Genomstruktur als auch
die 3'-UTRs dieser Viren voneinander unterscheiden. In diesem Zusammenhang wird auch
Uber einen moglichen rekombinanten Austausch von IRES-Elementen zwischen der Familie
der Picornaviren und der Flaviviren diskutiert (Hellen und de Breyne, 2007).

Im direkten Vergleich mit der recht langen und hoch-strukturierten HCV 3'-UTR besitzt das
PTV-Genom nach der codierenden Region nur eine kleine 3'-UTR von ca. 65 nt und einen
darauf folgenden Poly(A)-Anhang, wie er bei Picornaviren typischerweise vorhanden ist
(Doherty et al., 1999; Zell et al., 2001). Ob auch die 3'-UTR von PTV einen Effekt auf die
Translation der PTV IRES hat, ist bisher noch nicht getestet worden und konnte auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht getestet werden.

Die in der vorliegenden Arbeit in vivo gezeigte Stimulation der PTV IRES durch die HCV 3'-
UTR in verschiedenen Zelltypen zeigt quantitativ ahnliche Werte wie die Stimulation der HCV
IRES-abhéngigen Translation. Diese Tatsache kann ein Hinweis darauf sein, dass der
Mechanismus der Translationsstimulation an beiden IRES-Elementen gleich oder &hnlich
ablauft. Dieses Ergebnis unterstutzt somit die Thesen von anderen Studien beziglich der
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten zwischen HCV und PTV IRES-Elementen im
Besonderen in Hinsicht auf die Translationsinitiation. Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Translationsinitiation an der PTV IRES ebenfalls unabhangig vom
Initiationsfaktor elF4A ist und die Bildung der 48S-Préinitiations-Komplexe unabh&ngig von
den Initiationsfaktoren der elF4F-Gruppe stattfindet (Pisarev et al., 2004; Chard et al., 2006).
Die Stimulierbarkeit der Translation der EMCV IRES durch die HCV 3'-UTR (siehe Abbildung
3.13) zeigt, dass auch nicht HCV-ahnliche IRES-Elemente diesen Effekt zeigen kénnen. Die
EMCYV IRES ist im Gegensatz zur PTV IRES eine typische Picornavirus IRES sowohl in ihrer
Struktur als auch ihrer Funktion der Translationsinitiation. Die gefundene 2-fache
Translationsstimulation durch die HCV 3’-UTR ist zwar geringer als die an der HCV- bzw.
PTV IRES, eine quantitative Aussage zum Vergleich ist hier allerdings nur begrenzt méglich,
da das dazu verwendete Konstrukt aus dem Labor von lvan Shatsky stammt und leichte
Abweichungen zu den in unserem Labor in Gie3en verwendeten Konstrukten zu finden sind.
Ob die Ungleichheiten zwischen den Konstrukten der beiden Labore, wie die Verwendung
einer SV40-Sequenz statt einer unspezifischen Plasmid-Sequenz oder auch Veranderungen
in der Gen-Sequenz der Firefly Luciferase, die geringere Translationsstimulation bedingen,
kann hier an dieser Stelle nur vermutet werden und bedurfte weiterer Untersuchungen.

Dass nicht nur die Translation der hier verwendeten Reporter-RNAs, in denen groRe Teile
des HCV Genoms durch das Gen der Firefly Luciferase ersetzt wurde, sondern ebenfalls die
Translation der authentischen kompletten HCV Genom-RNA durch die HCV 3-UTR
stimuliert wird, wurde bereits bei Song et al. (2006) gezeigt. Dies kommt der natirlichen
Situation der Infektion einer Zelle durch das Virus sehr viel naher als die verwendeten
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Reporter-RNAs. Die Analyse der Translation erfolgte Uber die Messung und Quantifizierung
des NS5B-Proteins, und auch dort konnte in Anwesenheit der HCV 3’-UTR eine erhéhte
Expression gemessen werden. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene
Translationsstimulation der Reporter-Konstrukt RNA ist also vergleichbar mit der Situation
wahrend einer HCV-Infektion der Zelle. Au3erdem beweisen diese Experimente auch, dass
es hier zu keiner Inhibition sowohl durch die Sequenz des Virus als auch die Virusproteine
kommt.

Der genaue Mechanismus, wie die HCV 3'-UTR die IRES-abhangige Translation stimuliert,
konnte bisher noch nicht abschlieRend erklart werden. Eine einfache mdgliche Erklarung der
gefundenen Translationsunterschiede zwischen den RNAs mit bzw. ohne HCV 3-UTR
konnte ein Unterschied in der Stabilitat der RNAs innerhalb der Zellen sein. Die HCV 3'-UTR
weist aufgrund ihrer starken Strukturiertheit eventuell eine erhdhte Resistenz gegenuber
zellularen Nukleasen auf und kdnnte sich aufgrund dessen als stabiler erweisen und nicht so
schnell abgebaut werden. Diese Erklarung fur die Translationsunterschiede zwischen den
RNA-Konstrukten konnte jedoch mit Hilfe einer Stabilitdtskontrolle mittels quantitativer real-
time PCR der einige Stunden nach der Transfektion reextrahierten RNAs widerlegt werden.
Die quantitativen Mengen der verschiedenen RNAs unterliegen nur geringen
Schwankungen, und somit kann dies nicht zur Erklarung des gemessenen
Stimulationseffekts beitragen. Die Auswertung der Daten ist in Bung, Bochkaeva et al. (2010)
gezeigt. Diese Ergebnisse werden zusatzlich bestatigt durch die bei Song et al. gezeigten
RNase-Protection-Assays und die bei Bradrick et al. (2006) durchgefiihrten Stabilitatstests.
Diese Studien zeigten ebenfalls keine extremen Schwankungen in der Stabilitat der RNAs
nach der Transfektion in die Zellen. Da bisher noch keine Erklarung fir die gefundene
Stimulation der IRES-abhéngigen Translation existiert, kann Uber den Mechanismus der
Reaktion an dieser Stelle nur spekuliert werden.

Bradrick et al. (2006) fanden durch in vitro-Experimente eine Stimulation der HCV IRES-
abhangigen Translation durch die HCV 3’-UTR, die ausschliel3lich auf Ereignissen wéhrend
der Termination der Translation basiert. Die Autoren vermuten eine verbesserte Termination
und frihere Verfligbarkeit der Ribosomen fir eine neue Runde der Translation und somit
eine hohere Translationsrate durch die HCV 3'-UTR. Da es sich hierbei allerdings um in
vitro-Daten aus HelLa-Extrakten handelt und es sich in der vorliegenden Arbeit mehrfach
gezeigt hat, dass die Daten aus in vitro-Experimenten mit denen in vivo nicht direkt
vergleichbar sind, sollten weitere mdgliche Erklarungen fur den Effekt gesucht werden.
Vermutet werden kann auf3erdem eine Interaktion der IRES und der 3'-UTR durch Proteine,
welche an die RNA binden und somit zur Stimulation der Translation fuhren. Da der Effekt
der Stimulation der Translation durch die HCV 3-UTR in allen getesteten Zelltypen
nachgewiesen wurde, ist es eher unwahrscheinlich, dass die gesuchten Faktoren
leberspezifisch sind oder zumindest in Leberzellen in hdheren Konzentrationen vorliegen. Es
scheint sich bei eventuellen Faktoren wohl um ubiquitére Proteine zu handeln. Auch ist es
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wahrscheinlich, dass es sich um einen multifaktoriellen Vorgang handelt, da hier durch
Mutationsanalyse der HCV 3’-UTR nachgewiesen werden konnte, dass alle drei Bereiche am
Stimulationseffekts der Translation beteiligt sind. Mdglicherweise handelt es sich um
mehrere Faktoren, die entweder an die virale RNA direkt oder an andere Proteine binden
und einen zusammenwirkenden Effekt zeigen.

Einige Studien beschreiben diverse Proteine, die an beide UTRs der RNA binden und somit
die Interaktion der beiden UTRs vermitteln kdnnten. Auch bei anderen Viren wie dem Tabak-
Mosaik-Virus (TMV), welches ebenfalls ein einzelstrAngiges RNA-Genom in positiver
Orientierung besitzt, ist die Bindung eines Proteins an die virale RNA als Enhancer der
Translation gezeigt worden (Tanguay und Gallie, 1996).

Auch fir das Bovine Virusdiarrhoe Virus (BVDB), welches zwar dem Hepatitis C Virus nahe
verwandt ist, sich jedoch sowohl beziglich der Sequenz als auch der Struktur der 3'-UTR
von diesem unterscheidet, ist ebenfalls ein stimulatorischer Effekt der 3'-UTR auf die
Translation nachgewiesen worden. Hier wurden besonders Proteine der NFAR-Gruppe
(nuclear factors associated with RNA) identifiziert, die an die BVDV RNA binden. Zur NFAR-
Gruppe werden NFO9O/NFAR-1 (nuclear factor 90), NF45 (nuclear factor 45) und RHA (RNA-
Helikase A) gezahlt (Liao et al., 1998; Isken et al., 2007). In diesem Zusammenhang wird
deren Beteiligung sowohl an der Replikation als auch der Translation der viralen RNA
diskutiert (Isken et al., 2003; Isken et al., 2004). Isken konnte auch die spezifische Bindung
der NFAR-Proteine an die beiden UTRs des Hepatitis C Virus nachweisen (Isken et al.,
2007). Allerdings ist die Bedeutung der NFAR-Proteine fir die Translation des Virus noch
nicht endgultig geklart. Vermutet wurde hier auch ein moglicher inhibitorischer Effekt auf die
HCV Translation, da die Bindestellen der NFAR-Proteine und der fir elF3 in der HCV 5’-UTR
Uberlappen (Sizova et al., 1998, Isken et al., 2007).

Dabei liegt die Vermutung nahe, dass es sich mechanistisch um eine Briickenbildung durch
RNA-bindende Proteine, die sowohl an die virale IRES als auch die virale 3'-UTR binden,
handelt und es somit zu einer Zirkularisierung der RNA kommt. Dies wirde eine engere
rdumliche N&he zwischen 5’- und 3’-UTR der RNA bedeuten, was dazu fuhren kann, dass
terminierende Ribosomen am 3’-Ende der RNA schneller wieder am 5’-Ende die Translation
initieren  kénnen und es somit aufgrund eines ,Ringschlussprinzips®  zur
Translationsstimulation kommt. Dass es durch Bindung spezifischer Proteine an die virale
RNA zu einem Ringschluss kommt, konnte mit Hilfe von hochauflésenden
Elektronenmikroskop-Aufnahmen bereits gezeigt werden (Isken et al., 2007).

In einer anderen Studie wird IGF2BP1 (insulin-like growth factor-1l mRNA binding protein 1)
als moglicher Faktor der Translationsstimulation fur HCV diskutiert (Weinlich et al., 2009).
Fur dieses Protein wurde die Bindung sowohl an die HCV 5-UTR als auch an die HCV 3'-
UTR nachgewiesen. AuBerdem zeigt die Studie, dass IGF2BP1 die Translation an der IRES
spezifisch stimuliert, die cap-abhdngige Translation davon jedoch nicht betroffen ist.
AulRerdem zeigen die Autoren mit Hilfe von Gradientenzentrifugationen, dass die 3'-UTR die
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Bildung von 43S-Prainitiationskomplexen an der HCV IRES stimuliert. Die Autoren vermuten,
dass durch die Bindung von IGF2BP1 an die beiden UTRs der viralen RNA elF3 zur
Translationsinitiation rekrutiert wird und somit die Translation stimuliert wird. Dies erklart
auch, warum der Effekt von IGF2BP1 nur bei der HCV IRES-abhangigen Translation gezeigt
werden kann. Jedoch wurde durch Weinlich auch gezeigt, dass die Bindung an die HCV 3'-
UTR an der variablen Region und dem PolyU/C-Trakt stattfindet. In der vorliegenden Arbeit
wurde allerdings fur alle drei Bereiche der 3-UTR eine Beteiligung an der
Translationsstimulation nachgewiesen, und dieser ist sogar bei der 3' X-Region am grof3ten.
Diese Tatsache widerlegt, dass allein IGF2BP1 fir die Translationsstimulation an der HCV
RNA verantwortlich ist, schlief3t allerdings seine Beteilung an diesem Effekt nicht aus. Eine
andere Studie zeigt die Konzentration an IGF2BP1 mRNA in verschiedenen Zelltypen und
konnte dabei fur adultes Lebergewebe im Gegensatz zur fotalen Leber keine mRNA
nachweisen (Hammer et al., 2005). Dass IGF2BP1 also hauptsachlich in fétalem Gewebe
und daneben nur noch in wenigen anderen adulten Zellen vorkommt, allerdings nicht
ubiquitar, weist eher darauf hin, dass dieser Faktor bei dem Infektionszyklus von HCV keine
bedeutende Rolle spielt.

Eine Vielzahl an weiteren Studien beschreibt Proteine, die an die HCV 3'- bzw. 5-UTR
binden. Allein in der Studie von Harris wurden Uber 70 zellulare Faktoren identifiziert, die mit
der HCV 3'-UTR assoziiert sind (Harris et al., 2006). Diskutiert wird in der Literatur beziglich
der Stimulation der Translation beispielsweise auch die Beteiligung von verschiedenen
ITAFs wie PTB (Polypyrimidin-Trakt bindendes Protein) (Ali und Siddiqui, 1995; Tsuchihara
et al., 1997; Brocard et al., 2007) oder hnRNP L (Hahm et al., 1998; Hwang et al., 2009).
Obwohl einige weitere Studien die Bindung von verschiedenen Faktoren an die HCV UTRs
beschreiben, konnte jedoch der genaue Mechanismus der Stimulation der Translation durch
die virale 3'-UTR noch nicht abschlieend geklart werden. Dabei bleibt die Frage sowonhl
nach der Beteiligung einzelner HCV RNA-bindender Faktoren als auch nach dem Schritt der
Translationsreaktion, bei welcher die Stimulation stattfindet, offen. Auch die Beteiligung
dieser HCV RNA-bindenden Proteine beim Umschalten von Translation zur Replikation der
viralen RNA ist noch nicht endgultig geklart. Neben der mdglichen Erklarung der
Zirkularisierung der viralen RNA Uber eine Proteinbriicke existiert auch das Model einer
mdglichen RNA-RNA-Interaktion zwischen HCV 5- und 3'-UTR, welches ebenfalls besagt,
dass es aufgrund dessen zu einem Ringschluss der RNA-Enden kommt (Romero-Lépez et
al., 2009).

4.2 Stimulation der IRES-abhéngigen Translation dur ch einen 3-Poly(A)-
Anhang

Neben der Stimulation der Translation durch die HCV 3'-UTR wurde in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls eine Stimulation der IRES-abhéngigen Translation durch einen Poly(A)-
Anhang nachgewiesen. Sowohl die HCV- als auch die PTV- und EMCV IRES-Elemente
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konnten durch einen Anhang von 50 A signifikant in ihrer Translation stimuliert werden. Auch
dieser Effekt zeigte sich ebenso wie die Stimulation durch die HCV 3’-UTR unabhangig vom
transfizierten Zelltyp.

Die gefundenen quantitativen Unterschiede in der Stimulierbarkeit der verschiedenen
untersuchten IRES Elemente (ca. 5-fach bei der HCV IRES, jeweils ungefahr 2-fach bei PTV
und EMCV IRES) sollten jedoch in Abhéangigkeit vom jeweils verwendeten Reporter-
Konstrukt betrachtet werden. Fir die Ermittlung dieser Daten standen sowohl die Reporter-
Konstrukte aus dem Labor der AG Niepmann wie auch die aus der AG Shatsky zur
Verfiigung. Allein die Werte fir die Stimulation der HCV IRES sind mit den RNAs aus dem
Labor in Giel3en entstanden, die PTV und EMCV IRES-Konstrukte stammen aus dem
russischen Labor. So sind eventuell die gefundenen quantitativen Unterschiede der
Stimulation der verschiedenen IRES-Elemente durch den Poly(A)-Anhang zu erklaren. Auch
fur diese Experimente sind also die in Kapitel 4.1 diskutierten Unterschiede im Reporter-
Konstrukt zu finden.

Trotz der nur eingeschrankten quantitativen Vergleichbarkeit der Stimulationswerte durch
den Poly(A)-Anhang zeigte sich trotzdem fir die IRES-abhangige Translation bei allen
getesteten IRES-Elementen eine deutliche Stimulation.

In der Literatur wird oftmals eine Stimulierbarkeit der klassischen Picornavirus IRES-
Elemente durch einen 3'-Poly(A)-Anhang beschrieben (Bergamini et al., 2000; Michel et al.,
2001; Svitkin et al., 2001; Lopez de Quinto et al., 2002; Paulous et al., 2003; Bradrick et al.,
2007). Diese konnte in der vorliegenden Arbeit durch die Versuche mit der EMCV IRES
bestatigt werden. Weitere Studien konnten in einem auf HeLa-Zellen basierendem und nicht
mit Nuklease behandeltem in vitro-Translationssystem einen stimulieren Effekt des Poly(A)-
Anhangs sowohl auf die IRES-abhangige Translation von EMCV als auch auf die von HAV
und PV zeigen (Bergamini et al., 2000). Die Stimulierbarkeit dieser IRES-Elemente durch
Poly(A) konnte auch in speziell behandeltem RRL bestétigt werden (Michel et al., 2001).

Eine Erklarung des Mechanismus dieser Translationsstimulation durch ein 3’-Poly(A)-Ende
scheint hier ahnlich wie die der cap-abhangigen Translation zu sein. Dort wird ein ,closed-
loop“-Model durch eine Cap-elF4E-elF4G-PABP-Interaktion zu Grunde gelegt, was zu einer
Zirkularisierung der mRNA und somit zu einer verstarkten Translation fihrt. Der genaue
Mechanismus der Stimulation der cap-abhangigen Translation durch einen 3’-Poly(A)-
Anhang ist im Kapitel 1.5.3 erklart. Eine solche Interaktion zwischen 5'- und 3’-Enden einer
RNA zur Translationsstimulation kdnnte eine Art ,Proofreading“-Funktion (Korrekturlese-
Funktion) besitzen, so dass insbesondere RNAs, die intakte Enden haben, effizient
translatiert werden (Lopez-Lastra et al., 2005).

Im Gegensatz zur cap-abhéngigen Translation wird die Translation an IRES-Elementen
unabhangigen vom cap-bindenden Faktor elF4E initiiert. Bei den klassischen Picornavirus
IRES-Elementen findet die Translationsinitiation durch die direkte Bindung von elF4G an die
IRES statt (vergleiche Kapitel 1.4.2.2.1). Es lasst sich also auch hier eine Interaktion von
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IRES-elF4G-PABP vermuten, so dass bei der Stimulation der IRES-abhangigen Translation
durch einen Poly(A)-Anhang der Picornaviren ebenfalls ein Ringschlussprinzip zu Grunde
liegt. Diese These wird unterstitzt durch Studien, in denen die PABP-elF4G-Interaktion und
eine damit verbundene IRES-abhéngige Translationsstimulation nachgewiesen wurde
(Michel et al., 2001; Svitkin et al., 2001). Es konnte jedoch auch nachgewiesen werden, dass
es zu seiner Stimulation der IRES-Aktivitat durch das 3'-Poly(A)-Ende kommt, obwohl die
IRES-bindende Domaéane von elF4G gespalten wurde. Daraus wird geschlussfolgert, dass es
eventuell auch einen anderen Mechanismus der 5-3'-Kommunikation bei einigen Viren
geben kann, der unabhéngig von der vermuteten IRES-elF4G-PABP-Interaktion stattfindet
(Lopez-Lastra et al., 2005). Der genaue Mechanismus ist bisher noch nicht vollstandig
verstanden und kann eventuell auch durch mehrere Faktoren und Interaktionen gleichzeitig
verursacht werden.

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Stimulationen der Translation der HCV und
PTV IRES-Elemente durch einen 3’-Poly(A)-Anhang unterliegen wahrscheinlich einem
anderen Mechanismus als demjenigen, der bei den klassischen Picornaviren vermutet wird.
HCV und HCV-verwandte IRES-Elemente kdnnen ohne eine Vielzahl der ansonsten nétigen
elFs und unter bestimmten Bedingungen sogar ganz ohne deren Verwendung die
Translation initiieren (Pestova et al., 1998; Spahn et al., 2001, Kieft et al., 2001; Terenin et
al., 2008). Da HCV also die Translation ohne die Verwendung von elF4G initiieren kann, ist
der zu Grunde liegende Mechanismus der Stimulation hier wahrscheinlich ein anderer, Uber
den hier allerdings aufgrund fehlender Studienergebnisse nur spekuliert werden kann.
Maoglicherweise spielt die Bindung von elF3 an PAIP1, ein PABP-interagierendes Protein, bei
der Stimulation der Translation von HCV eine Rolle. Von Martineau et al. (2008) konnte
gezeigt werden, dass Paipl mit elF3 interagiert und dass dies zur Stimulation der Translation
fuhrt, was hier schon im Kapitel 4.2 beschrieben wurde. Da auch elF3 bei der
Translationsinitiation bei HCV genutzt wird (Sizova et al., 1998), kdnnte in diesem Fall diese
Proteininteraktion ebenfalls zur Stimulation der Translation an HCV und HCV-verwandten
IRES-Elementen fuhren. Auch hierbei ist ein Ringschluss, bei dem 5’- und 3’-Ende der RNA
in raumliche N&he zueinander gebracht werden, denkbar. Ein weiterer mdglicher
Mechanismus, der zu den hier gefundenen Translationsstimulationen fuhren kénnte, ist auf
Ebene der Bildung der 80S-Komplexe zu finden. Es konnte sowohl fir Hefezellen als auch
fur Sdugerzellen gezeigt werden, dass PABP die Assoziation der ribosomalen Untereinheiten
am Start-Codon stimuliert (Searfoss et al., 2001; Kahvejian et al., 2005). Die Hypothese,
dass PABP die Faktoren elF5 und elF5B indirekt durch eine Inhibition eines elF5/5B-
inhibierenden Faktors aktiviert (Searfoss et al., 2001), kdnnte somit ebenfalls als Erklarung
fur den hier gefundenen Effekt dienen. Die Aufklarung, welcher Mechanismus oder welche
Mechanismen hier fur den Effekt verantwortlich sind, bedarf weiterer Studien.

102



4. Schlussdiskussion

4.3 Stimulation der cap-abhangigen Translation durc  h die HCV 3-UTR

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die HCV 3'-UTR nicht nur die IRES-
abhangige Translation in vivo stimulieren kann, sondern dass auch eine Stimulation der
Translation von gecappten Reporter-RNAs durch die HCV 3-UTR in verschiedenen
Zelltypen stattfindet. Diese Stimulation betragt knapp 4-fach in Huh7-Zellen und 2-fach in
HelLa-Zellen.

Eine Stimulation der cap-abhéngigen Translationsinitiation durch eine virale 3'-UTR konnte
erst kirzlich von Vera-Otarola et al. (2010) gezeigt werden. In dieser Studie wurde ein
stimulatorischer Effekt der 3-UTR auf die Translation der viralen RNA beim Hantavirus
nachgewiesen. Die RNAs dieser Viren werden mit Hilfe von ,Cap-Snatching”, also dem
Anhangen der Cap-Struktur zellularer mRNAs an die virale RNA, mit einer Cap-Struktur am
5-Ende versehen, und die Translationsinitiation findet dort nun cap-abhéngig statt. Die in der
Studie von Vera-Otarola in vivo gefundene Stimulation durch die virale 3'-UTR ist quantitativ
ahnlich hoch mit der Stimulation durch einen Poly(A)-Anhang (Vera-Otarola et al., 2010). Die
in der Studie verwendeten Reporter-RNAs ohne 3'-UTR sind jedoch so konstruiert, dass
nach der Firefly Luciferase als Reportergen keine zusatzliche Sequenz mehr folgt. Wie in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen, ist eine Sequenzverlangerung nach dem Reportergen fur
eine korrekte Termination der Translation notwendig, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die Ergebnisse in der Studie von Vera-Otarola zumindest in quantitativer Hinsicht
kritisch betrachtet werden sollten. Da allerdings dort auch zusatzlich zum Vergleich ein nicht-
funktionelles Cap-Analog am 5-Ende eingesetzt wurde, lasst sich mutmalen, dass
tatsachlich eine Stimulation der Translation durch die Hantavirus 3'-UTR am Cap stattfindet.
Auch fur die Translation der RNA von Bunyaviren wurde eine Stimulation durch eine virale
3-UTR gefunden (Blakqgori et al., 2009). Dort wurde auch gezeigt, dass diese Stimulation
unabhangig von PABP erfolgt. Im Gegensatz dazu wurde beim der Translation der Dengue
Virus-RNA, einem Flavivirus, eine Beteiligung von PABP bei der 5’-Cap-3’-UTR Interaktion
nachgewiesen (Polacek et al., 2009). Hier bindet PABP an einen Adenosin-reichen Bereich
der 3'-UTR und stimuliert somit die Translation wahrscheinlich tber eine Cap-elF4E-elF4G-
PABP-3'-UTR-Interaktion, so dass es auch hier zu einer Zirkularisierung der RNA mit Hilfe
von Proteinbriicken kommt.

Fur die Stimulation der hier gefundenen cap-abhangigen Translation durch die HCV 3-UTR
ist eine Beteiligung von PABP eher unwahrscheinlich, da kein Bereich der HCV 3'-UTR eine
langere Poly(A)-Sequenz enthalt, um PABP an die RNA zu binden. Vermutlich findet aber
auch die 5-Cap-HCV 3'-UTR-Interaktion durch eine Zirkularisierung Uber eine bisher
unbekannte Proteinbriicke oder ein Ringschluss der RNA mit Hilfe einer RNA-RNA-
Interaktion statt. Die bisher zahlreichen gefundenen Proteine, die mit der HCV 3-UTR
interagieren koénnen, stellen somit mdgliche Brickenproteine dar, die vermutlich mit
Initiationsfaktoren, die bei der cap-abhangigen Translation gebraucht werden, interagieren
konnen.
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4.4 Einfluss der Lange des Poly(A)-Anhangs auf cap- und IRES-abhangige

Translation

In der vorliegenden Arbeit wurde neben dem stimulatorischen Effekt eines Poly(A)-Anhangs
von 50 Adenosinen auf die cap- und IRES-abhangige Translation ein besonderes
Augenmerk auf die Lange des Poly(A)-Endes und die damit verbundene Stimulation der
Translation gelegt. Dabei zeigt sich sowohl in Huh7- als auch in HelLa-Zellen eine umso
bessere Translationsstimulation, je langer das 3’ Poly(A)-Ende der RNA ist. Allerdings wurde
ab einer gewissen Lange keine weitere Stimulation mehr erreicht. Die HCV IRES-abhangige
Translation wurde dabei bis zu einer Lange von ungefahr 1000 und die cap-abhangige
Translation bis zu einer Lange von ca. 3000 Adenosinresten zusatzlich stimuliert. Dabei kann
eine maximale Translationsstimulation an der HCV IRES von ungefahr 8,5-fach in Huh7- und
6-fach in HeLa-Zellen sowie eine maximale Stimulation der cap-abhé&ngigen Translation von
80-fach in Huh7- und ungefahr 25-fach in HeLa-Zellen nachgewiesen werden.

In Studien, den denen der Effekt von 3'- Poly(A)-Schwanzen auf die Translation gezeigt wird,
werden oftmals Reporter-RNAs mit recht kurzen Poly(A)-Anh&ngen im Vergleich zur
durchschnittlichen Lange derer der meisten zellularen mRNAs verwendet. Eine Grof3zahl der
zellularen  mRNAs  weisen in der Regel nach der post-transkriptionellen
Polyadenylierungsreaktion einen Poly(A)-Anhang mit einer Lange von ungefahr 200 - 250
Nukleotiden auf (Wahle und Keller, 1996). Trotzdem wird in der Literatur oftmals der Effekt
von wesentlich kiirzen Poly(A)-Anhangen auf die Translation beschrieben, beispielsweise
von 12 und 50 A (Bradrick et al., 2006) oder verschiedene Poly(A)-Langen zwischen 14 bzw.
15 A und 98 A (z.B. Bergamini et al., 2000, lizuka et al., 1994, Peng et al., 2008). Oftmals
wird in Studien, welche den Effekt von 3'- Poly(A)-Enden zeigen sollen, eine Lange von 50 A
eingesetzt (z.B. Wakiyama et al., 1997; Borman et al., 2000; Michel et al., 2001; Bradrick et
al., 2007).

Diese Generierung kiirzerer Poly(A)-Enden als 250 Nukleotide ist wohl in den meisten Fallen
einfach technisch bedingt. Neben der Polyadenylierung der RNAs mit Hilfe von Poly(T)-
Primern zur Herstellung der Matrize fur die in vitro-Transkription kdnnen kurze
Poly(A)Anhange ebenfalls im Plasmid kodiert sein. Langere durch eine Poly(A)-Polymerase
hergestellte 3'-Poly(A)-Enden haben den Nachteil, dass die LAnge des Anhangs nicht exakt
bestimmbar ist und dass die RNA aus verschiedenen Synthese-Reaktionen meist
unterschiedliche Langen haben. Da allerdings fir die Bestimmung der
Translationsstimulation mehrere Versuchsreihen mit jeweils neu synthetisierten RNAs
durchgefuhrt werden sollten, miissen alle Poly(A)-Enden die exakt gleiche LaAnge haben, um
die Ergebnisse quantitativ miteinander vergleichen zu kénnen. Somit ist die Methode der
Polyadenylierung mittels Poly(A)-Polymerase fir eine solche Messung nicht einsetzbar und
die Generierung von Poly(A)-Enden mittels PCR oder Plasmidkodierung die Alternative.

Bei der quantitativen Bestimmung des Stimulationseffekts der Translation durch das 3'-
Poly(A)-Ende missen also mehrere Parameter beachtet werden. Es konnte beispielsweise
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auch gezeigt werden, dass neben der Lange des verwendeten Poly(A)-Anhangs ebenfalls
die Lange der davor liegenden 3'-UTR von Bedeutung ist (Tanguay und Gallie, 1996).
Obwohl in dieser Studie immer eine gleich bleibende Poly(A)-Lange von 50 A verwendet
wurde, ist das Ausmald der Stimulation durch den Poly(A)-Schwanz trotzdem abhangig von
der Lange der 3'-UTR zwischen codierender Region und dem Poly(A)-Ende. Dabei scheint
die Lange der verwendeten 3'-UTR sowohl die Translationseffizienz als auch die Stabilitéat
der mRNA zu beeinflussen (Tanguay und Gallie, 1996). Dieser Effekt sollte bei einer
guantitativen Betrachtung absoluter Stimulationswerte in Betracht gezogen werden. Da in
der vorliegenden Arbeit innerhalb der Versuchsreihen, die den Effekt der unterschiedlichen
Poly(A)-Langen beschreiben, immer die identische 3-UTR-Sequenz verwendet wurde, sind
die gefundenen Translationsstimulationen allerdings untereinander qualitativ miteinander
vergleichbar.

Es ist schon lange bekannt, dass der stimulatorische Effekt des 3’-Poly(A)-Anhangs auf die
Translation von mRNAs direkt mit dessen Lange zusammenhangt (Munroe und Jacobson,
1990). Neben einer verbesserten Translationsstimulation an einer 5’-Cap-Struktur ist auch an
IRES-Elementen frih eine erhOhte Translationsaktivitdt durch langere Poly(A)-Anhange
gezeigt worden, beispielsweise fir das EMC-Virus (Hruby und Roberts, 1977). Im
Zusammenhang mit einer Erhdhung der Reporterexpression durch 3’-Poly(A)-Anhénge wird
in der Literatur oftmals diskutiert, ob eine RNA-stabilisierende Wirkung als zuséatzlicher
Schutz gegen Degradation durch zellulare Exonukleasen und somit eine erhdhte
Halbwertszeit oder eine verbesserte Initiation und Re-Initiation der Translation der Grund fur
diese Studienergebnisse sind (z.B. Bernstein et al., 1989; Jackson und Standard, 1990;
Preiss und Hentze, 1998, Wells et al., 1998). Denkbar ist eine gemeinsame Wirkungsweise
mehrerer moglicher Mechanismen (Mangus et al., 2003).

Da die Translation einer RNA also auch mafgeblich von der Lange des 3'-Poly(A)-Endes
abhangt, liegt es nahe, dass lUber diesem post-transkriptionellen Mechanismus auch die
Expression der verschiedenen Proteine in der Zelle reguliert wird. Die Kontrolle der
Translationseffizienz einer spezifischen mRNA durch verschiedene Poly(A)-Léangen spielt
beispielsweise wahrend der Entwicklung eine bedeutende Rolle. Neben der
Polyadenylierung von pra-mRNAs in zellularen Zellkern durch nukleare Poly(A)-Polymerasen
kann nach dem Export der RNAs ins Zytoplasma dort eine Verlangerung der Poly(A)-
Anhange mit Hilfe von zytoplasmatischen Poly(A)-Polymerasen stattfinden. Da sich dieser
Mechanismus der Polyadenylierung gleichzeitig in Konkurrenz zu der ebenfalls im
Zytoplasma stattfinden mRNA-spezifischen 3'-5° RNA-Degradation durch das Exosom
befindet, ereignet sich in einem komplizierten Zusammenspiel somit eine Feineinstellung der
3’-Poly(A)-Lange verschiedener RNAs und damit verbunden der Effektivitéat ihrer Translation.
Die Lange des Poly(A)-Schwanzes ist also verantwortlich fur die Halbwertszeit einer RNA, da
langere Poly(A)-Anhange zum einen durch ihre Lange und zum anderen durch die Bindung
von PABP weniger effizient durch Nukleasen abgebaut werden kénnen (Meyer et al. 2004).

105



4. Schlussdiskussion

Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass kurze 3'-Oligo(A)-Enden eine
destabilisierende Wirkung haben und diese RNAs schneller abgebaut werden. Die 3'-
Anhange sind jedoch nur einige Nukleotide lang und werden durch einen anderen
Mechanismus angehéngt. Daher wird in der Literatur diskutiert, ob allein die geringe Léange
der Anhange fir die Destabilisation verantwortlich ist, weil beispielsweise stabilisierende
Proteine an kurzen Poly(A)-Anhangen nicht binden kénnen (Eckmann et al., 2010).

Wie im Kapitel 4.2 und 4.3 schon néher beschrieben, ist neben der stabilisierenden Wirkung
der Poly(A)-Enden ist auch die Stimulation der Translationsinitiation durch Poly(A)-Anhange
nachgewiesen. Durch die Bildung einer Proteinbriicke zwischen dem 5-Cap und der 3'-
Poly(A)-Struktur durch die PABP-elF4G-elF4E-Interaktion und eine damit verbundene
Zirkularisierung der RNA kann eine verbesserte Initiation und Re-Initiation der Translation
stattfinden. Eine weitere mogliche Erklarung fur die Tatsache, dass die nachgewiesene
Translationsstimulation in direktem Zusammenhang mit der Lange des Poly(A)-Anhangs
steht, ist vermutlich die vermehrte Bindung von PABP-Molekilen an eine langere Poly(A)-
Sequenz (Sachs, 2000; Kihn et al., 2004)). Somit kénnte es eventuell zu einer effizienteren
und stabileren Interaktion zwischen PABP und den Initiationsfaktoren und damit verbunden
der 5’- und 3’-Enden der RNA kommen. Auf3erdem konnte es moglich sein, dass gleichzeitig
vermehrte Interaktionen mit dem Translationsapparat stattfinden kénnen und es somit zu der
verstarkten Translation kommt (Eckmann et al., 2010). Die vermehrte Rekrutierung von
PABP an Poly(A)-Enden und damit verbunden eine verbesserte Assoziation der beiden
ribosomalen  Untereinheiten kann eine Erklarung fir die hier gefundene
Translationsstimulation in Abh&ngigkeit von der Poly(A)-Anhangslange sein.

Wahrend der hier in vivo durchgefiihrten Versuchsreihen mit enzymatisch hergestellten
Poly(A)-Anhangen konnte jedoch auch gezeigt werden, dass eine Translationsstimulation ab
einer gewissen Lange der Poly(A)-Sequenz nicht mehr weiter mdglich ist. Das gefundene
Stimulationsplateau setzt bei der HCV IRES-abhangigen Translation im Vergleich zur cap-
abhangigen Translation friher ein. Denkbar ist hier das Ausschdpfen der oben diskutierten
mdglichen Mechanismen, die zur Translationsstimulation durch den Poly(A)-Anhang flhren
konnten. Eine endgiltige Erklarung fir die gefundenen Stimulationen ist noch nicht
gefunden, allerdings liegt nach heutigem Wissensstand die Vermutung nahe, dass die hier
diskutierten Mechanismen gemeinsam daftir verantwortlich sind.
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Anhang

Organisation des Plasmids HCV-CLX-CMV

Plasmid zur Herstellung der HCV Reporter-RNAs mit HCV IRES und HCV 3'-UTR. Die
Erzeugung der DNA-Matrize fur die Transkription der Reporter RNA erfolgt mit Hilfe einer
PCR, welche ein exaktes 3'-Ende generiert. Die wichtigsten Elemente sind der T7-Promotor,
die HCV 5-UTR, ein Teil des Core-kodierenden Bereichs, eine Ubiquitin-Sequenz, das
Firefly Luciferase Gen und die HCV 3-UTR. Die Karte zeigt auflerdem die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid.

Tt
i Nrul

Hindlll.
Eco52l.:

5000
Xmnl.
..BsrGl
BstEIl
.Bsu36

Scal...

HCV-CLX-CMV

Pvul 5873 bps

Fspll-'

Ahdl 3000

I
HCV 3"-UTR

Plasmidbeschreibung:

Region Start (nt) Ende (nt)
HCV 5'-UTR 1 341

HCV Core 345 606
Ubiquitin-Linker 607 836
Firefly Luciferase 837 2489
HCV 3-UTR 2490 2710
Plasmidsequenz 2711 5855
T7-Promotor 5856 5873
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Anhang

Organisation des Plasmids HCV d3-UTR

Plasmid zur Herstellung der HCV Reporter-RNAs mit HCV IRES und der unspezifischen
Plasmidsequenz am 3'-Ende. Dieses Plasmid ist mit Ausnahme der HCV 3'-UTR, welche
hier deletiert wurde, identisch mit dem Plasmid HCV-CLX-CMV. Die Generierung der DNA-
Matrize fur die Transkription der Reporter RNA erfolgt mit Hilfe einer PCR, in welcher der
reverse Primer ca. 220 Nukleotide nach der Sequenz der Firefly Luciferase paart. Die Karte
zeigt auRBerdem die Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im
Plasmid.

Hindlll.
Eco52I :
SnaBl. i
Ndel,

Xmnl ... BSrGl
' _..Bsr
Scal.. HCVd3'UTR
5652 bps "~ BstEll
Pvul Bsu36

Fspfﬂ
Ahdl~

3% Hincll
it Pacl
i EcoRV
| : BspMI

. i ¢ SgrAl
Poil i1 BseRI
:: EcoNI
: BamHI
:Ecl136l1

Sacl

Plasmidbeschreibung:

Region Start (nt) Ende (nt)
HCV 5'-UTR 1 341

HCV Core 345 606
Ubiquitin-Linker 607 836
Firefly Luciferase 837 2489
Plasmidsequenz 2711 5634
T7-Promotor 5635 5652

128



Anhang

Organisation des Plasmids pPTV-HCV

Plasmid zur Herstellung der PTV IRES Reporter-RNAs mit HCV 3'-UTR. Die Erzeugung der
DNA-Matrize fur die Transkription der Reporter RNA erfolgt mit Hilfe einer PCR, welche ein
exaktes 3'-Ende generiert. Die wichtigsten Elemente sind der T7-Promotor, die PTV IRES,
das Firefly Luciferase Gen und die HCV 3-UTR. Die Karte zeigt aul3erdem die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid.

Die Sequenz des Plasmids PTV d3'-UTR (hier nicht dargestellt) entspricht dem Plasmid
pPTV-HCYV, allerdings wurde dort wie fur das Plasmid HCV d3'-UTR gezeigt, die HCV 3'-
UTR deletiert.

Dralll.

.BsrGl
BstEll
.Bsu36
..Sphl
. Xeml
Xmnl...

pPTV-HCV
5490 bps

Pwul

Fspl “PpuMl

= Hincll

. - Pacl
~  EcoRV

. SgrAl
. BseRI

. EcoNI

HCV 3‘UT
Aflll

‘BstAPI

Bsal'“.,.
Ahdl

Pwull

Pcil

Plasmidbeschreibung:

Region Start (nt) Ende (nt)
T7-Promotor 1 17

Linker 18 184
PTV-IRES 185 471
Firefly Luciferase 472 2125
HCV 3-UTR 2126 2346
Plasmidsequenz 2347 5490
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Anhang

Organistaion des Plasmids Actin HCV 3’-UTR

Plasmid zur Herstellung der Beta-Actin 5-UTR Reporter-RNAs mit HCV 3'-UTR. Die
Erzeugung der DNA-Matrize fur die Transkription der Reporter RNA erfolgt mit Hilfe einer
PCR, welche ein exaktes 3'-Ende generiert. Die wichtigsten Elemente sind der T7-Promotor,
die 5’-UTR von Beta-Actin, das Firefly Luciferase Gen und die HCV 3'-UTR. Die Karte zeigt
aulRerdem die Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
Die Sequenz des Plasmids Actin d3'-UTR (hier nicht dargestellt) entspricht dem Plasmid
Actin HCV 3-UTR, allerdings wurde dort wie fuir das Plasmid HCV d3’-UTR gezeigt, die HCV
3-UTR deletiert.

Xhol
T Tth1111
i Bbel
:  iEhel
Hindlll, © iRay|
Eco52l.i i {xpal
SnaBl. Ui i Bsiwi
Ndel,

BsrGl

* BstEll
~.Bsu36l
.Sphl
_Xcml

Dralll.

N Acltin 5-UTR

\

5000

Fluc
-

~ . Actin HCV 3'UTR

Xmnl..._
o 5160 bps “.Eco0109
Scal __ PpuMi
= - Hincll
Pvul "~ Pacl
- EcoRV
~. BspMI
Fspl . SgrAl
.. BseRI
.. EcoNI

Aflll

“BstAPI

“Puull

AWNI “oeil
Plasmidbeschreibung:
Region Start (nt) Ende (nt)
T7-Promotor 1 17
Linker-Sequenz 18 56
Beta-Actin 5-UTR 57 124
Firefly Luciferase 142 1795
HCV 3-UTR 1796 2015
Plasmidsequenz 2016 5160
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Anhang

Organisation des Plasmids pHRLnull

Plasmid zur Herstellung der Renilla Luciferase Reporter-RNA. Das Plasmid enthélt unter
anderem eine T7-Promotorsequenz und das Gen der Renilla Luciferase. Darauf folgen
SV40-Polyadenylierungssignale fur eine effiziente Expression des Plasmids in Zellkultur. Als
Selektionsmarker codiert das Plasmid eine Ampicillinresistenz. Die Karte zeigt au3erdem die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid.

Tfil AP
.BstAPI
D Al

Miul
FF?f‘;', EcoRl

_..BsmFI
thLnuII ...EcoRV
3320 bps
Ahdl” Bsu36l
,..'_”Nrul
cfr101 o N
- Tth1111
Asel | b Zrlal
Fspl . Pas
* Eco0109I

Munl
: : Clal
: BamHI
Sspl
Plasmidbeschreibung:
Region Start (nt) Ende (nt)
Intron 101 237
T7-Promotor 281 299
Renilla Luciferase 309 1244
SV40 pA 1266 1487
Amp 1634 2494
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Annotierte Sequenz der HCV Reporter-Plasmide
Vollstandige Sequenzen der Plasmide HCV-CLX-CMV und HCV d3'-UTR mit Abgabe der

Sequenzabschnitte.

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

GCCAGCCCCC GATTGGGGEEC
GCCAGCCCCC GATTGGGGEEC

GGAACTACTG TCTTCACGCA
GGAACTACTG TCTTCACGCA

TGTCGTGCAG CCTCCAGGAC
TGTCGTGCAG CCTCCAGGAC

GCGGAACCGG TGAGTACACC
GCGGAACCGG TGAGTACACC

GGATCAACCC GCTCAATGCC
GGATCAACCC GCTCAATGCC

.......... HCV 5-UTR...

CTAGCCGAGT AGIGITGGGT
CTAGCCGAGT AGIGITGGGT

GGTGCTTGCG AGTGCCCCCG
GGTGCTTGCG AGTGCCCCCG

e HCV 5-UTR....

GAATCCTAAA

AGGACGTCAA
AGGACGT CAA

TTGCCGCGCA

TCTTGAGGTC
TCTTGAGGTC

AAGACAAGCGA
AAGACAAGCGA

AAACAGCTGG
AAACAGCTGG

GICCACCTTG
GICCACCTTG

AAAACATAAA
AAAACATAAA

CCTCAAAGAA
CCTCAAAGAA

........... HCV Core..

GTTCCOGREC
GTTCOCGGRC

........... HCV Core..

GGGGECCCCAG
GGGGECCCCAG

CAACCTCGTG
CAGGCCCTGG

TGCAGATCTT
TGCAGATCTT

GAGCCCAGTG
GAGCCCAGT G

.......... Ubi-Linker...

AGGCATCCCA
AGGCATCCCA

.......... Ubi-Linker...

AGGATGGCCG
AGGATGGCCG

.......... Ubi-Linker...

CACCTGGTGC
CACCTGGTGC

.......... Ubi-Linker...

GAAAGGCCCG

TGGAGATTTG
TGGAGATTTG

Anhang

CATAGATCAC TCCOCTGTGA
CATAGATCAC TOCOCTGTGA
>
AGCCATGGCG TTAGTATGAG
AGCCATGGCG TTAGTATGAG
>
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT
>
GGATGACCGG GTCCTTTCTT
GGATGACCGG GTCCTTTCTT
L
GGEOGTGOCCC CGCGAGACTG
GGOGTGOCCC CGCGAGACTG
CTTGTGGTAC TGCCTGATAG
CTTGTGGTAC TGCCTGATAG
>
AGACCGTGCA CCATGAGCAC
AGACCGTGCA CCATGAGCAC
L
TAACACCAAC CGOCGCCCAC
TAACACCAAC CGOCGOCCAC
TCGTTGGTGG AGTTTACCTG
TCGTTGGTGG AGTTTACCTG
CGOGOGACTA GGAAGACTTC
CGOGOGACTA GGAAGACTTC
>
ACCTATCOCC AAGGCTCGCC
ACCTATCOCC AAGGCTCGCC
>
GGTACCCTTG GOCOCTCTAT
GGTACCCTTG GOCOCTCTAT
L2
CTGACGGGCA AGACCATCAC
CTGACGGGCA AGACCATCAC
>
GAATGTCAAG GOCAAGATCC
GAATGTCAAG GOCAAGATCC
AGAGGCTGAT ATTCGOGGEC
AGAGGCTGAT ATTCGOGGEC
GACTACAACA TCCAGAAAGA
GACTACAACA TCCAGAAAGA
CGGTGGCATG GAAGACGCCA
CGGTGGCATG GAAGACGCCA

ATCCTCTAGA GGATGGAACC
>
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HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

GCTGGAGAGC

AATACTTCGA
AATACTTCCGA

CTTTATGCCG
CTTTATGCCG

AAGTGITGIT
AAGTGITGIT

ATTTGATATG
ATTTGATATG

CTGITTTTAC
CTGITTTTAC

ATTTATCTAA
ATTTATCTAA

AGGATATGGG
AGGATATGGG

AACTCCATAA
AACTCCATAA

TTTACAGATG
TTTACAGATG

AATGICCGIT

ATCACAGAAT

ATCACAGAAT

GIGTTGGECECG
GIGTTGGECECG

TTATAATGAA
TTATAATGAA

TAGIGITTGT
TAGIGITTGT

AAATTACCAA
AAATTACCAA

CCAGGGATTT
CCAGGGATTT

GITTTAATGA
GITTTAATGA

ATTGCACTGA
ATTGCACTGA

GCGCCCTTCCG
GGCCCTTCCG

CTATTTTTGG
CTATTTTTGG

CCATTCCATC
CCATTCCATC

TGGATTTCCGA
TGGATTTCCGA

GATCCCTTCA
GATCCCTTCA

TTTTCATTCT
TTTTCATTCT

TTTACACGAA
TTTACACGAA

AAGCGGTTGC
AAGCGGTTGC

CTCACTGAGA
CTCACTGAGA

GGCTATGAAG
GGCTATGAAG

CACATATCGA
CACATATCGA

CGGTTGGCAG
CGGTTGGCAG
CGTCGTATGC
CGTCGTATGC

CGTTATTTAT
CGTTATTTAT

CGTGAATTGC
CGTGAATTGC

TTCCAAAAAG
TTCCAAAAAG

TAATCCAGAA
TAATCCAGAA

CAGTCGATGT
CAGTCGATGT

ATACGATTTT
ATACGATTTT

TAATGAATTC
TAATGAATTC

CATAGAACTG
CATAGAACTG

CAATCAAAT
CAATCAAAT

ACGGITTTG
ACGGITTTG

GICGICTTA
GICGICTTA

GGATTACAA
GGATTACAA

TCGCCAAAA
TCGCCAAAA

ATTGCTTCT
ATTGCTTCT

AAAACCCTT
AAAACCCTT

CTACATCAG
CTACATCAG

Anhang

AGATACGCCC TGGTTCCTGG
AGATACGOCC TGGTTCCTGG
GGTGAACATC ACGTACGCOGG
GGTGAACATC ACGTACGOGG
AAGCTATGAA ACGATATGGG
AAGCTATGAA ACGATATGGG
>
AGTGAAAACT CTCTTCAATT
AGTGAAAACT CTCTTCAATT
CGGAGTTGCA GTTGOGOCG
CGGAGTTGCA GTTGOGOCCG
TCAACAGTAT GAACATTTCG
TCAACAGTAT GAACATTTCG
GGGTTGCAAA AAATTTTGAA
GGGTTGCAAA AAATTTTGAA
AATTATTATC ATGGATTCTA
AATTATTATC ATGGATTCTA
ACACGTTCGT CACATCTCAT
ACACGTTCGT CACATCTCAT
GTACCAGAGT CCTTTGATCG
GTACCAGAGT CCTTTGATCG
CTCTGGATCT ACTGGGTTAC
CTCTGGATCT ACTGGGTTAC
CCTGCGTCAG ATTCTCGCAT
CCTGOGTCAG ATTCTCGCAT

CATTCCGGATA CTGCGATTTT
CATTCCGGATA CTGCGATTTT
GAATGTTTACT ACACTCGGAT
GAATGTTTACT ACACTCGGAT
ATGTATAGATT TGAAGAAGAG
ATGTATAGATT TGAAGAAGAG
AATTCAAAGTG CGTTGCTAGT
AATTCAAAGTG CGTTGCTAGT
GCACTCTGATT GACAAATACG
GCACTCTGATT GACAAATACG

CCATCTTCCAG GGATACGACA
CCATCTTCCAG GGATACGACA
CTATTCTGATT ACACCCGAGG
CTATTCTGATT ACACCCGAGG
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HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>
HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR
>

CGAATTATGT
CGAATTATGT

GACATAGCTT
GACATAGCTT

GAAGTCTTTA
GAAGTCTTTA

AATCGATATT
AATCGATATT

ACCGGGCGECG
ACCGGGCGECG

ATCTGGATAC
ATCTGGATAC

ATTAAATACA
ATTAAATACA

GITACAACAC
GTTACAACAC

Anhang

GTCGGTAA AGITGITCCATT TTTTGAAGCG
GTCGGTAA AGITGITCCATT TTTTGAAGCG

CGCGGAAAACG
CGGGAAAACG
CTATGATTAT
CTATGATTAT

ATTGACAAGG
ATTGACAAGG

AGACGAACAC
AGACGAACAC

AAGGATATCA
AAGGATATCA

CCCAACATCT
CCCAACATCT

ATGACGCCGG TGAACTTCCC
ATGACGCCGG TGAACTTCCC

ACGATGACCG AAAAAGAGAT
ACGATGACCG AAAAAGAGAT

CCCGAAAAAG TTGCGCGCGAG
CCCGAAAAAG TTGCGCGCGAG

GTCTTACCGG AAAACTCGAC
GTCTTACCGG AAAACTCGAC

GCCAAGAAGG
GCCAAGAAGG

..................... HCV 3-UTR...

GCAGATCATG TGTTCGAAGA
- GTTCGAAGA

GCTCGAATTC GTAATCATGT
GCTCGAATTC GTAATCATGT

.................. Plasmid-Sequenz.

CGCTCACAAT TCCACACAAC
CGCTCACAAT TCCACACAAC

.................. Plasmid-Sequenz.

TGGGGTGCCT AATGAGTGAG
TGGGGTGCCT AATGAGTGAG

.................. Plasmid-Sequenz.

GCGGAAAGTC
GCGCGAAAGTC

CCATTTCCTG

CATAGCTGIT
CATACCTGIT

ATACGAGCCG
ATACGAGCCG

CTAACTCACA
CTAACTCACA

CTGGCCGITA ATCAGAGAGG
CTGGGCGITA ATCAGAGAGG
>
GTCCGGITAT GTAAACAATC
GICCGGITAT GIAAACAATC
ATT ......... CATTCT
ATGGATGGECT ACATTCTGGA
TTCTTCATAG TTGACCGCTT
TTCTTCATAG TTGACCGCTT

GCOGOCGTTG TTGTTTTGGA
GCOGOCGTTG TTGTTTTGGA
CGTGGATTAC GTCGCCAGTC
CGTGGATTAC GTCGCCAGTC
GAGITGTGIT TGTGGACGAA
GAGITGTGIT TGTGGACGAA

.................. S
GCAAGAAAAA TCAGAGAGAT

CAAATTGTGA-

TTCTTTTTTT

CCTTTCTTTT

TOCTGTGTGA AATTGTTATC
TCCTGTGIGA AATTGITATC
GAAGCATAAA GTGTAAAGCC
GAAGCATAAA GTGTAAAGCC
TTAATTGCGT TGOGCTCACT
TTAATTGCGT TGOGCTCACT
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HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

GCCCGCTTTC CAGICGGGAA
GCCCGCTTTC CAGICGGGAA

....... Plasmid-Sequenz.

GCCAACCCGC GGGEGAGAGEC
GCCAACGCGC GGGGAGAGEC

....... Plasmid-Sequenz.

TCGCTCACTG ACTCGCTGCG
TCGCTCACTG ACTCGCTCCG

....... Plasmid-Sequenz.

AGCTCACTCA AAGGCGGTAA
AGCTCACTCA AAGGCGGTAA

....... Plasmid-Sequenz.

CAGGAAAGAA CATGTGAGCA
CAGGAAAGAA CATGITGAGCA

....... Plasmid-Sequenz.

AAGGCCGCGT TGCTGGECGIT
AAGGCCGCGT TGCTGGECGI T

....... Plasmid-Sequenz.

TCACAAAAAT CGACCCTCAA
TCACAAAAAT CGACGCTCAA

....... Plasmid-Sequenz.

AAAGATACCA GCCGTITTCCC
AAAGATACCA GGECGITTCCC

....... Plasmid-Sequenz.

CCGACCCTGC CGCTTACCGG
CCGACCCTGC CGCTTACCGG

....... Plasmid-Sequenz.

CGTGCCCCTT TCTCATAGCT
CGTGCCCCTT TCTCATAGCT

....... Plasmid-Sequenz.

TCGITCGCTC CAAGCTGGGEC
TCGITCGCTC CAAGCTGGGEC

....... Plasmid-Sequenz.

CCCTGCGCCT TATCCGGTAA
CGCTGCCCCT TATCCGGTAA

....... Plasmid-Sequenz.

CGACTTATCG CCACTGGCAG
CGACTTATCG CCACTGGCAG

....... Plasmid-Sequenz.

GGTATGTAGG CGGTGCTACA
GGTATGTAGG CGGTGCTACA

....... Plasmid-Sequenz.

TACACTAGAA GGACAGTATT
TACACTAGAA GGACAGTATT

....... Plasmid-Sequenz.

CTTCGGAAAA AGAGTTGGTA
CTTCGGAAAA AGAGTITGGTA

....... Plasmid-Sequenz.

GIAGCGGTGG TTTTTTTGIT
GTAGCGGTGG TTTTTTTGIT

....... Plasmid-Sequenz.

ACCTGICGTIG
ACCTGICGTIG

GGTTTGCGTA
GGITTGCGTA

CTCGGTCGIT
CTCGGTCGTT

TACGGITATC
TACGGITATC

AAAGGCCACC
AAAGGCCACC

TTTCCATAGG
TTTCCATAGG

GTCAGACGTG
GTCAGACGTG

CCTGGAACCT
CCTGGAACCT

ATACCTGICC
ATACCTGICC

CACGCTGTAG
CACGCTGTAG

TGTGTGCACG
TGTGTGCACG

CTATCGICTT
CTATCGICTT

CAGCCACTGG
CAGCCACTGG

GAGITCTTGA
GAGITCTTGA

TGGTATCTCGC
TGGTATCTCGC

GCTCTTGATC
GCTCTTGATC

TGCAAGCACC
TGCAAGCAGC

GGATCTCAAG AAGATCCTTT

GATCTTTTCT

GGATCTCAAG AAGATCCTTT

....... Plasmid-Sequenz.

GAACGAAAAC TCACGITAAG
GAACGAAAAC TCACGITAAG

TCTTCACCTA GATCCTTTTA
TCTTCACCTA GATCCTTTTA

....... Plasmid-Sequenz.

GATCTTTTCT

GGATTTTGGT
GGATTTTGGT

.................. Plasmid-Sequenz.................

AATTAAAAAT
AATTAAAAAT

Anhang

CCAGCTGCAT TAATGAATCG
CCAGCTGCAT TAATGAATCG
S C g oo
TTGGGCGCTC TTCCGCTTCC

CACAGAATCA GGGGATAACG
CACAGAATCA GGGGATAACG

GOGAAACCCG ACAGGACTAT
GCGAAACCCG ACAGGACTAT
COCTCGTGOG CTCTCCTGTT
CCCTOGTGCG CTCTCCTGTT
GOCCTTTCTCC CTTCGGGAAG
GCCTTTCTCC CTTOGGGAAG
GTATCTCAGT TCGGTGTAGG
GTATCTCAGT TCGGTGTAGG

GAGTCCAACC CGGTAAGACA
GAGTCCAACC CGGTAAGACA
TAACAGGATT AGCAGAGCGA
TAACAGGATT AGCAGAGOGA
AGTGGTGGCC TAACTACGEC
AGTGGTGGOC TAACTACGGC
GCTCTGCTGA AGCCAGTTAC
GCTCTGCTGA AGCCAGTTAC

AGATTACGOG CAGAAAAAAA
AGATTACGOG CAGAAAAAAA
ACGGGGTCTG ACGCTCAGTG
ACGGGGTCTG ACGCTCAGTG
CATGAGATTA TCAAAAAGGA
CATGAGATTA TCAAAAAGGA
L
GAAGTTTTAA ATCAATCTAA
GAAGTTTTAA ATCAATCTAA
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HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

AGTATATATG AGTAAACTTG
AGTATATATG AGTAAACTTG

....... Plasmid-Sequenz.

GGCACCTATC TCAGCGATCT
GGCACCTATC TCAGCGATCT

....... Plasmid-Sequenz.

TCCCCGTCGT GTAGATAACT
TCCCCGTCGT GTAGATAACT

....... Plasmid-Sequenz.

AGTGCTGCAA TGATACCGCG
AGTGCTGCAA TGATACCGCG

....... Plasmid-Sequenz.

AGCAATAAAC CAGCCAGCCG
AGCAATAAAC CAGCCAGCCG

....... Plasmid-Sequenz.

CTTTATCCGC CTCCATCCAG
CTTTATCCGC CTCCATCCAG

....... Plasmid-Sequenz.

AGTAGITCGC CAGITAATAG
AGTAGITCCC CAGITAATAG

....... Plasmid-Sequenz.

CATCGTGGTG TCACGCTCGT
CATCGTGGTG TCACGCTCGT

....... Plasmid-Sequenz.

CCCAACGATC AAGGCGAGTT
CCCAACGATC AAGGCGAGTT

....... Plasmid-Sequenz.

GITAGCTCCT TCGGTCCTCC
GITAGCTCCT TCGGTCCTCC

....... Plasmid-Sequenz.

GITATCACTC ATGGITATGG
GITATCACTC ATGGITATGG

....... Plasmid-Sequenz.

CATCCGTAAG ATGCTTTTCT
CATCCGTAAG ATGCTTTTCT

....... Plasmid-Sequenz.

TGAGAATAGT GTATGCGECG
TGAGAATAGT GTATGCGECG

....... Plasmid-Sequenz.

GGATAATACC GCGCCACATA
GGATAATACC GCGCCACATA

....... Plasmid-Sequenz.

AACGTTCTTC GGGGCGAAAA
AACGTTCTTC GGGGCGAAAA

....... Plasmid-Sequenz.

AGITCGATGI AACCCACTCG
AGITCGATGI AACCCACTCG

....... Plasmid-Sequenz.

TTTCACCAGC GITTCTGGGT
TTTCACCACC GITTCTGGGT

....... Plasmid-Sequenz.

AAAAGGGAAT AAGGGCGACA
AAAAGGCGAAT AAGGGCGACA

....... Plasmid-Sequenz.

TTTCAATATT ATTGAAGCAT
TTTCAATATT ATTGAAGCAT

....... Plasmid-Sequenz.

CATATTTGAA TGTATTTAGA
CATATTTGAA TGTATTTAGA

....... Plasmid-Sequenz.

GTCTGACAGT
GTCTGACAGT

GICTATTTCG
GICTATTTCG

ACGATACGGG
ACGATACGCGG

AGACCCACGC
AGACCCACGC

GAAGGGECCGA
GAAGGGECCGA

TCTATTAATT
TCTATTAATT

TTTGCGCAAC
TTTGCGCAAC

CGITTGGTAT
CGTTTGGTAT

ACATGATCCC
ACATGATCCC

GATCGITGIC
GATCGITGIC

CAGCACTGCA
CAGCACTGCA

GTGACTCGTG
GTGACTCGTG

ACCGAGTITGC
ACCGAGTTCC

GCAGAACTTT
GCAGAACTTT

CTCTCAAGGA
CTCTCAAGGA

TGCACCCAAC
TGCACCCAAC

Anhang

TACCAATGCT TAATCAGTGA
TACCAATGCT TAATCAGTGA
TTCATCCATA GTTGCCTGAC
TTCATCCATA GTTGOCTGAC
AGGGCTTACC ATCTGGOCCC
AGGGCTTACC ATCTGGOOCC
TCACCGGCTC CAGATTTATC
TCACCGGCTC CAGATTTATC

GTTGOCGGGA AGCTAGAGTA
GTTGOCGGGA AGCTAGAGTA
GTTGTTGCCA TTGCTACAGG
GTTGTTGCCA TTGCTACAGG
GGCTTCATTC AGCTCOGGTT
GGCTTCATTC AGCTCOGGTT
CCATGTTGTG CAAAAAAGCG
CCATGTTGTG CAAAAAAGCG
AGAAGTAAGT TGGCOGCAGT
AGAAGTAAGT TGGCOGCAGT
TAATTCTCTT ACTGTCATGC
TAATTCTCTT ACTGTCATGC
AGTACTCAAC CAAGTCATTC
AGTACTCAAC CAAGTCATTC
i A
TCTTGOCOGG CGTCAATACG
AAAAGTGCTC ATCATTGGAA
AAAAGTGCTC ATCATTGGAA
TCTTACCGCT GTTGAGATCC
TCTTACCGCT GTTGAGATCC
TGATCTTCAG CATCTTTTAC
TGATCTTCAG CATCTTTTAC

GAATACTCAT ACTCTTCCTT
GAATACTCAT ACTCTTCCTT
TATTGTCTCA TGAGCGGATA
TATTGTCTCA TGAGCGGATA
AATAGEGGTT CCGCGCACAT
AATAGGGGTT CCGCGCACAT
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HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

HCV- CLX- CW
HCVd3_- UTR

TTCCCCGAAA AGTGCCACCT AAATTGTAAG
TTCCCCGAAA AGTGCCACCT AAATTGTAAG

....... Plasmid-Sequenz.

TCCCGITAAA TTTTTGITA
TCGCGITAAA TTTTTGITA

....... Plasmid-Sequenz.

ATCGGCAAAA TCCCTTATA
ATCGGCAAAA TCCCTTATA

....... Plasmid-Sequenz.

TGITGITCCA GITTGGAAC
TGITGITCCA GITTGGAAC

....... Plasmid-Sequenz.

ACGTCAAAGG GCGAAAAAC
ACGTCAAAGG GCGAAAAAC

....... Plasmid-Sequenz.

CCATCACCCT AATCAAGTT
CCATCACCCT AATCAAGTT

....... Plasmid-Sequenz.

TCGGAACCCT AAAGGGAGC
TCGGAACCCT AAAGGGAGC

....... Plasmid-Sequenz.

CTAGITATTA ATAGTAATC
CTAGITATTA ATAGTAATC

....... Plasmid-Sequenz.

ATGGAGITCC GCGITACAT
ATGGAGITCC GCGITACAT

....... Plasmid-Sequenz.

GCCCAACGAC CcccaeecT
GCCCAACGAC CcccaeeeT

....... Plasmid-Sequenz.

TAACCGCCAAT AGGGACTTT
TAACCCCAAT AGGGACTTT

....... Plasmid-Sequenz.

TAAACTGCCC ACTTGGCAG
TAAACTGCCC ACTTGCCAG

....... Plasmid-Sequenz.

CCCTATTGAC GTCAATGAC
CCCTATTGAC GICAATGAC

....... Plasmid-Sequenz.

ACATGACCTT ATGGGACTT
ACATGACCTT ATGGGACTT

....... Plasmid-Sequenz.

ATCCCTATTA CCATGGTGA
ATCGCTATTA CCATGGTGA

....... Plasmid-Sequenz.

ATAGCGGTITT GACTCACGG
ATAGCGGTITT GACTCACGG

....... Plasmid-Sequenz.

ATCGGAGITT GITTTGGTA
ATGGGAGITT GITTTGGTA

....... Plasmid-Sequenz.

AACAACTCCG CCCCATTGA
AACAACTCCG CCCCATTGA

....... Plasmid-Sequenz.

GGICTATATA AGGTGAACC
GGICTATATA AGGTGAACC

....... Plasmid-Sequenz.

AGCTTTTAAT ACGACTCAC
AGCTTTTAAT ACGACTCAC
..... >> T7-Promotor..>>

AATCAGCTCAT
AATCAGCTCAT

AATCAAAAGAA
AATCAAAAGAA

AAGAGT CCACT
AAGAGT CCACT

CGTCTATCAGG
CGTCTATCAGG

TTTTGCGGEGTCG
TTTTGCGGEGTCG

CCCCGATTTAG
CCCCGATTTAG

AATTACGGGGT
AATTACGGEEGT

AACTTACGGTA
AACTTACGGTA

TTGACGTCAAT
TTGACGTCAAT

CCATTGACGTC
CCATTGACGTC

TACATCAAGTG
TACATCAAGTG

GGTAAATGECC
GGTAAATGECC

TCCTACTTGGEC
TCCTACTTGGEC

TGCGGITTTGG
TGCGGITTTGG

GGATTTCCAAG
GGATTTCCAAG

CCAAAATCAAC
CCAAAATCAAC

CGCAAATGEEC
CGCAAATGECC

GTCAGAAGCTA
GTCAGAAGCTA

TATA
TATA

Anhang

CGTTAATATT TTGTTAAAAT
CGTTAATATT TTGTTAAAAT
TTTTTAACCA ATAGGOCGAA
TTTTTAACCA ATAGGOCGAA
TAGACCGAGA TAGGGTTGAG
TAGACCGAGA TAGGGTTGAG
ATTAAAGAAC GTGGACTCCA
ATTAAAGAAC GTGGACTCCA
GOGATGGCOC ACTACGTGAA
GOGATGGCOC ACTACGTGAA
et >
AGGTGOCGTA AAGCACTAAA

CATTAGITCA TAGCCCATAT
CATTAGITCA TAGCCCATAT

AATGACGTAT GTTCOCATAG
AATGACGTAT GITCOCATAG
AATGGGTGGA GTATTTACGG
AATGGGTGGA GTATTTACGG
TATCATATGC CAAGTACGCC
TATCATATGC CAAGTACGCC

............... > o
CGOCTGGCAT TATGCOCAGT
AGTACATCTA CGTATTAGTC
AGTACATCTA CGTATTAGTC
CAGTACATCA ATGGGOGTGG
CAGTACATCA ATGGGOGTGG
TCTCCACOCC ATTGACGTCA
TCTCCACOCC ATTGACGTCA
GGGACTTTCC AAAATGTCGT
GGGACTTTCC AAAATGTOGT
GGTAGGOGTG TACGGTGGGA
GGTAGGOGTG TACGGTGGGA
GOCGGCOGAC GGTATCGATA
GOOGGCOGAC GGTATCGATA
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Abkurzungsverzeichnis und Glossar

Abkurzungsverzeichnis und Glossar

T Grad Celsius

Hg Mikrogramm

pl Mikroliter

A Adenin

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

CF Cleavage Faktor

CPSF cleavage/polyadenylation specifity factor
CrPV Cricket Paralyse Virus

CSFV Classical swine fever virus (klassisches Schweinefieber Virus)
CstF cleavage stimulation factor

ddH20 bidestilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

elF eukaryotischer Initiationsfaktor

EMCV Encephalomyocarditisvirus

et al. et alii (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

FBS fetal bovine serum (fétales Rinderserum)
Fluc Firefly Luciferase

FMDV Foot-and-mouth disease virus (Maul-und-Klauenseuche Virus)
G Guanin

G-Phase Gap-Phase

GTP Guanosintriphosphat

HAV Hepatitis A Virus

HCV Hepatitis C Virus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

hnRNP L nukleares Ribonukleoprotein L

IRES Internal Ribosome Entry Site (interne Ribosomeneintrittsstelle)
ITAF IRES trans-acting factor
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Abkurzungsverzeichnis und Glossar

Kb Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KSHV Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus

I Liter

Met Methionin

min Minute

mM Millimol/l

M-Phase Mitosephase

MRNA messengerRNA (Boten-RNA)

NS Nichtstrukturprotein

nt Nukleotid

NTP Nukleosidtriphophat

oD optische Dichte

ORF open reading frame (offener Leserahmen)
PABP Poly(A) binding protein (Poly(A)-Bindeprotein)
PAIP PABP interacting protein (PAPB interagierendes Protein)
PAP Poly(A)-Polymerase

PBS Phosphate-buffered saline

PCBP Poly(rC)-Bindeprotein

PCR Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
pH pondus hydrogenii, Sauregrad

PTB Polypyrimidin-Trakt-Bindeprotein

PTV porcine teschovirus (Porcines Teschovirus)
PV Poliovirus

Rluc Renilla Luciferase

RNA Ribonukleinsédure

rNTP Ribonukleosidtriphosphat

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RRL rabbit reticolucyte lysate (Kaninchenretikulozyten-Lysat)
RT Raumtemperatur

S-Phase Synthese-Phase

SV40 Simian Virus 40

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit (Enzymeinheit)

U Uracil
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UTP
UTR
uv
viv
wiv
z.B.

Abkurzungsverzeichnis und Glossar

Uridintriphosphat

untranslated region (untranslatierte Region)
ultraviolett

Volumen/Volumen

weight/volume (Gewicht/Volumen)

zum Beispiel
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