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Zusammenfassung

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist wie alle Viren auf zellulare Interaktionspartner
angewiesen, von denen jedoch noch nicht alle identifiziert oder ndher charakterisiert sind.
Um mehr zum heutigen Erkenntnisstand beizutragen und neue Therapieansatze zu
entwickeln, ist die weitere Erforschung der HCV-Wirt-Interaktion unabdingbar. HCV gehort
zu den membranumhullten Flaviviridae, die ein einzelstrangiges Plus-Strang RNA-Genom
besitzen. Eine Anlagerung der leberspezifischen microRNA-122 (miR-122) an mindestens
funf hoch konservierte Bindungsstellen im HCV-Genom ist von immenser Bedeutung fur die
Replikation, Translation und Stabilisierung der RNA. Das Virus befallt Hepatozyten, wobei
die chronische Infektion oft zu Leberzirrhosen und hepatozellularen Karzinomen (HCC)
fuhrt. Obwohl es gut wirksame Medikamente gibt, ist aufgrund der hohen genetischen
Varianz keine Impfung moglich. Zudem bilden sich vermehrt Resistenzen aus, und die
bereits entstandenen Leberschaden sowie einige stoffwechselbedingte Anderungen in den
Zellen bleiben auch nach erfolgreicher Elimination des Virus bestehen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunachst die drei hoch konservierten miR-122-
Bindungsstellen in der NS5B-codierenden Region (5B.2 und 5B.3) und der 3'UTR (S3),
welche bislang kaum beschrieben wurden, naher untersucht werden. Es zeigte sich in
Mutationsstudien, dass die Anlagerung der miR-122 an die Bindungsstelle 5B.2 einen
positiven Effekt auf die virale Replikation auswirkt. Die Bindung an 5B.3 wies einen
schwacheren und an S3 keinen signifikanten Effekt auf. Insgesamt spielt die miR-122 eine
sehr komplexe Rolle in der Regulation des HCV-Replikationszykluses.

Hauptaugenmerk dieser Thesis war die Analyse des Einflusses einer HCV-Infektion auf
das zellulare Transkriptom und Translatom mit Hilfe des Ribosome Profiling. Diese Methode
ermdglicht die Detektion von Verdnderungen der zelluldaren Genexpression zu einem
bestimmten Zeitpunkt. Die Ergebnisse machten deutlich, dass die virale Replikation zu
keiner allumfassenden Veranderung der zellularen Genexpression fuhrt. Nur wenige Gene
waren signifikant differenziell exprimiert. Diese Gene stehen vor allem im Zusammenhang
mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER)-Stress, der Beeinflussung von Signalwegen,
der HCV-Replikation und der Karzinogenese. Transkriptionell herunter reguliert waren
interessanter Weise Untereinheiten von Komplexen der mitochondrialen Atmungskette, was
moglicherweise zu einer oft in Krebszellen beobachteten metabolischen

Umprogrammierung (Warburg Effekt) der Hepatozyten fihrt.
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Summary

Viruses like the Hepatitis-C-Virus (HCV) depend on cellular interaction partners, but
not all of these factors are identified or characterized in detail. Therefore, studying HCV-
host-interaction is required to understand underlying mechanisms and to develop new
therapeutic approaches. HCV belongs to the family of Flaviviridae and has a positive-sense
single-stranded RNA genome. Five highly conserved microRNA-122 (miR-122) target sides
located on the viral RNA are involved in enhancing replication, translation, and stability of
the genome. HCV preferentially infects human hepatocytes, often leading to liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (HCC). Although powerful direct-acting antivirals (DAAS) are
available, there is no efficient vaccine due to rapid emergence of virus quasispecies.
Furthermore, liver diseases and metabolic changes recur with a very high incidence even
after successful clearance of HCV.

In this research the three highly conserved miR-122 target sides in the NS5B coding
region (5B.2 and 5B.3) and in the 3’'UTR (S3) of the HCV RNA were supposed to be
analyzed. In full-length genomes, mutations in the miR-122 target sites revealed that 5B.2
is positively involved in regulating overall genome replication efficiency. Mutation of 5B.3
showed a weaker and S3 no significant effect. Thus, the miR-122 target sites are involved
in a complex interplay in regulating the HCV replication cycle.

Focus of this work was the investigation of transcriptome and translatome changes
due to an HCV-infection with Ribosome Profiling. This method produces a snapshot of
actively translating ribosomes in a cell. We found that established viral replication does not
cause global changes in host gene expression. Only few genes are significantly differentially
expressed. These genes are mainly related to ER stress, interference with signaling
pathways, HCV replication and cancer development. Transcriptional downregulation mainly
affects mitochondrial respiratory chain complex core subunit genes, which could contribute

to cancer cell-like metabolic reprogramming, called Warburg effect.
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1 Einleitung

Viren sind mit einer Gro3e von 20 — 1200 nm millionenfach kleiner als ein Mensch [2].
Dies ist ein Grund, warum Viren erst Ende des 19. Jahrhunderts entdeckt und zunachst fiir
eine Art Gift gehalten wurden (lat. virus, ,Gift, Schleim®) [3]. Heute werden Viren zumeist als
kleine Partikel, die sich nicht selbststandig aul3erhalb einer Wirtszelle vermehren kénnen,
definiert.

1.1 Das Hepatitis C Virus

Wie sich vom Namen ableiten lasst (lat. hepar, hepatos, ,Leber®), befallt das
Hepatitis C Virus (HCV) vor allem Leberzellen, wobei das einzige natirliche Reservoir der
Mensch ist. Die Ubertragung erfolgt parenteral, hauptsachlich durch medizinische Eingriffe
und injizierenden Drogenkonsum. Jahrlich infizieren sich 3 — 4 Millionen Menschen mit dem
Virus, und 399.000 erliegen den Folgen der daraus resultierenden Erkrankungen [4,5].
Weltweit liegt die Pravalenz bei durchschnittlich 3 %, wobei das regionale Vorkommen von
0,4 % bis zu 12,3 % schwankt [6]. Es kann sowohl zu akuten, oft asymptomatischen, als
auch chronischen Infektionen kommen. Das Risiko, an einer Leberzirrhose zu erkranken,
liegt bei einem chronischen Verlauf zwischen 15 und 40 %. Hepatozellulare Karzinome
(engl. hepatocellular carcinoma, HCC) und Leberversagen sind haufig die Folge. Neben der
Replikation in Hepatozyten weisen mehrere klinische und experimentelle Studien zudem auf
eine Infektion des lymphatischen Systems hin [7,8].

Die anfangliche Interferon-Therapie konnte 1998 mittels Einsatz von Ribavirin, einem
Nukleosid-Analogon, und 2001 durch Pegylieren des Interferons deutlich verbessert werden
[9,10]. Mittlerweile gibt es viele potente direkt auf die Replikation des Virus wirkende
Medikamente (engl. direct-acting antivirals, DAAs), welche sich gegen die HCV-Protease
NS3, das Phosphoprotein NS5A und die Polymerase NS5B richten [11]. Heutzutage kann
bei 90 % aller behandelten Patienten das Virus eliminiert werden. Welche Medikamente
zum Einsatz kommen, richtet sich vor allem nach dem zu behandelnden Genotyp. Eine
Impfung gegen HCV ist aufgrund der hohen genetischen Varianz des Virus nach wie vor
nicht moglich. Ein weiteres Problem ist, dass die Krankheit bei vielen Menschen erst sehr
spat diagnostiziert wird und/oder diese keinen Zugang zu den sehr kostspieligen
Medikamenten haben. Zudem bilden sich durch indirekte Anpassung des Virus vermehrt
Resistenzen aus, und die bereits entstandenen Leberschaden, sowie einige
stoffwechselbedingten Anderungen in den Leberzellen, bleiben auch nach erfolgreicher
Behandlung bestehen [12,13].
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1.1.1 Systematik

Viren werden vom Internationalen Komitee fir Virustaxonomie (engl. International
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) systematisch in Familien und Gattungen
unterteilt [14]. Das HC-Virus gehdrt zur Familie der membranumbhdiliten Flaviviridae, welche
ein nicht-segmentiertes Plus-Strang RNA-Genom (Baltimore-Gruppe IV) ohne Poly(A)-Trakt
besitzen. |hre Replikation findet im Zytoplasma der Wirtszelle, in speziellen
Membranvesikeln, statt [15]. Die Flaviviridae werden in vier Genera unterteilt: Flaviviren, zu
denen viele humanpathogene Viren wie das Dengue Virus und das Gelbfieber Virus (lat.
flavus, ,gelb®) zahlen, Pegiviren, Pestiviren und Hepaciviren. Hepaciviren unterscheiden
sich von den anderen Gattungen vor allem dadurch, dass sie sich nur schlecht in
Zellkulturen vermehren lassen und eine geringere Schwimmdichte aufweisen. Neben dem
am besten charakterisierten HCV (Hepacivirus C), gibt es auch Mitglieder der Hepaciviren,
welche Pferde (Hepacivirus A), verschiedene Affen (Hepacivirus B und D), Nagetiere
(Hepacivirus E — 1), Fledermause (Hepacivirus J — M) und Rinder (Hepacivirus N) infizieren
kénnen [16-21].

HCV wird in 7 Genotypen, welche untereinander Uber 30 % Unterschiede im
codierenden Bereich aufweisen, und 86 Subtypen gegliedert [22,23]. Die grof3e Varianz
begrindet sich durch die hohe Fehlerrate der viralen RNA-abhangigen-RNA-Polymerase,
welche auch im Wirt fir die Entstehung von Quasispezies verantwortlich ist und somit einen
groRen Teil zu der Immunevasion des Virus beitragt. Weltweit am weitesten verbreitet ist
Genotyp 1 mit 49,1 %, gefolgt von 2 und 3 (zusammen 34,7 %) [24]. Personen, die sich mit
dem HCV-Genotyp 3 infizieren, tragen das hodchste Risiko, eine Fibrose und Krebs zu
entwickeln [22], wobei auch alle anderen Genotypen diese Erkrankungen ausldsen kénnen.
Die Bestimmung des Genotyps wird also vor allem durchgefiihrt, um eine speziell
angepasste Therapie fur die Patienten zu ermdglichen.

1.1.2 Organisation des Viruspartikels

HCV-Partikel weisen eine pleomorphe Form mit einer Gré3e von 40 — 100 nm auf [25].
Wie alle Flaviviridae sind sie von einer Lipid-Doppelmembran zellularen Ursprungs
umgeben. In diese sind sowohl Proteine der Wirtszelle als auch die viralen Glykoproteine
E1l und E2 (engl. envelope) eingelagert. Riickschlie3end von anderen Flaviviren geht man
davon aus, dass E2 sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit E1 bildet [26]. Das
darunterliegende Kapsid wird aus den viralen Core-Proteinen gebildet und umhiillt das
~9,6 Kilobasen (kb) grof3e, positiv (+) orientierte und einzelstrangige (ss) RNA-Genom
(siehe Abbildung 1-1).
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A (+) ssRNA-Genom E1 E2 B apoA-| apoC-ll LDL

R

LDL Kapsid  Lipid-Doppelmembran apoB apoE

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Morphologie von HCV-Partikeln. Dargestellt sind die Modelle
der lipoviralen Partikel in denen (A) die Lipoproteine mit geringer Dichte (engl. low density lipoprotein, LDL)
peripher mit dem Virus verbunden sind oder (B) HCV sich mit dem LDL eine Hiille teilt und als Hybridpartikel
vorliegt. Das einzelstréngige und positiv orientierte ((+)ss) RNA-Genom wird von dem Kapsid umhdllt. Dieses
umgibt eine Doppelmembran zellularen Ursprungs, in welche die viralen Glykoproteine E1 und E2 eingelagert
sind. Die LDLs sind mit verschiedenen Apolipoproteinen (apo) assoziiert. Eigene Darstellung mit Information aus
Lindenbach und Rice [26].

Aufgrund der Interaktion der HCV-Partikel mit speziellen Serum-Lipoproteinen und
Lipiden (engl. low density lipoprotein, LDL) weisen diese eine geringere Dichte im Vergleich
zu anderen membranumhillten Viren auf. Die gebildeten Lipoviralen Partikel (LVP) fordern
das Eindringen in die Wirtszelle und schitzen zudem vermutlich das Virus vor Antikorpern.
Beteiligt an dieser Interaktion sind verschiedene Apolipoproteine (apo) wie apoA-I, apoB,
apoC-Il und apoE. Nicht sicher ist, ob das Virus mit den Lipoproteinen peripher verbunden
ist (Abbildung 1-1, A) oder mit ihnen ein Hybridpartikel bildet (B) [27,28].

1.1.2.1 Genomaufbau

Mit einer Genomléange von ca. 9600 Nukleotiden (nt) besitzt HCV als Mitglied der
Flaviviridae ein eher kleines Genom (durchschnittlich 9 — 13 kb) [29]. Der schematische
Aufbau ist in der Abbildung 1-2 dargestellt. Das RNA-Genom besitzt einen einzelnen offenen
Leserahmen (engl. open reading frame, ORF), der an beiden Enden von nicht translatierten
Regionen flankiert wird (engl. untranslated region, UTR).
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Abbildung 1-2: Genomorganisation des HCV. Der offene Leserahmen (ORF) wird von zwei nicht translatierten

ORF

Regionen (UTR) flankiert. IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, CRE: cis-agierendes Replikationselement,
VR: variable Region, p(U/C): poly-Uracil/Cytosin-Trakt, SL: Haarnadelschleifen (engl. stem loop). Verandert
nach Niepmann [30].

Die 5'-gelegene UTR des HCV-Genoms bildet eine hochkonservierte
Sekundarstruktur, bestehend aus vier Haarnadelschleifen (engl. stem loops, SL) [31].
SL I und Il sind unerlasslich fir die Replikation des HCV-Genoms, und die Region zwischen
SL | und Il beinhaltet zwei Bindungsstellen fir die leberspezifische microRNA-122
(miR-122), wobei sich die Anlagerung der miR-122 positiv auf die Replikation, Translation
und Stabilitdt der HCV-RNA auswirkt [32—37]. Auf die Interaktion der miR-122 mit HCV soll
im Kapitel 1.3.1.1 ndher eingegangen werden. Im Gegensatz zu den meisten
eukaryotischen mRNAs und vielen viralen (+)RNA-Genomen besitzt HCV kein Cap zur
Initiation der Translation. Diese Aufgabe Ubernimmt die interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES), welche von den SLs II-IV und den ersten 20 — 30 nt der codierenden Sequenz
gebildet wird. An die IRES konnen die 40S-Ribosomen-Untereinheiten sowie andere
zellulare Faktoren wie elF3 binden und die Translation einleiten (siehe 1.2.2) [38].

Die 3°'UTR kann in drei Hauptabschnitte unterteilt werden: die variable Region (VR),
den poly-Uracil/Cytosin-Trakt (p(U/C)) und die 3°X Region. Fir die letztgenannte Region
liegen zwei unterschiedliche Strukturmodelle vor: zum einen eine aus drei SLs bestehende
(SL 1 - 3) und zum anderen eine aus SL1 und der sogenannten DLS (engl. dimerization
linkage sequence) gebildete Struktur [31]. Die 3'UTR st fir die virale Replikation,
Translation, Enkapsidierung und Infektiositat von besonderer Bedeutung [39-41].

Eine weitere fur das Virus essenzielle Haarnadelstruktur (5BSL3.2) ist das cis-
agierende Replikationselement (CRE), welches sich im NS5B-codierenden Bereich
befindet. CRE agiert als ein negativer Regulator der Translation und wirkt sich positiv auf
die Replikation aus [42]. Es trAgt des Weiteren vermutlich zur Bildung der Genom-
Dimerisierung bei [43]. Zudem agiert das Element mit mehreren anderen
Sekundarstrukturen und zellularen Proteinen zusammen [44].
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1.1.2.2 Exprimierte Proteine

Die HCV-Proteine lassen sich in Strukturproteine (C, E1, E2) und Nicht-
Strukturproteine (p7, NS2 — NS5) unterteilen, oder auch in das Aufbau- und Replikations-
Modul (siehe Abbildung 1-3).

DEREE < = [ = [
l I

l Strukturproteine I Nicht-Strukturproteine |
Aufbau-Modul Replikations-Modul

Abbildung 1-3: Aufbau des HCV-Polyproteins. Nach co- und post-translationalen Prozessierungen entstehen
aus dem Polyprotein die Strukturproteine Core (C), E1 und E2, sowie die Nicht-Strukturproteine (p7 — NS5B).
Die Proteine lassen sich auch in ein sogenanntes Aufbau-Modul und Replikations-Modul unterteilen, wobei
letzteres dem Namen entsprechend den Replikationskomplex des Virus bildet.

Nach der IRES-vermittelten Translation kommt es zur Prozessierung des ca. 3000
Aminosauren langen Polyproteins (siehe 1.2.3). Das Core-Protein bildet das virale
Nukleokapsid und tragt, indem es die RNA (Chaperon-Aktivitat) bindet und mit
Lipidorganellen (engl. lipid droplets, LD) assoziiert ist, zur Verpackung des Genoms bei
[45,46]. Zudem reguliert es wunter anderem die zellulare Transkription. Der
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility complex, MHC)-1 wird
beispielsweise hoch reguliert [47], und es kommt durch die Rekrutierung der DNA
Methyltransferase 1 sowie der Histon-Deacetylase 1 zu epigenetischen Promotor-
Stilllegungen [48-50]. Die beiden stark glykosylierten Typ-I-Transmembranproteine E1 und
E2 sind vor allem an der Anlagerung an die Zelle und die Rezeptor-vermittelte Aufnahme in
die Zelle beteiligt [51,52]. Die beiden Proteine bilden Heterodimere, wobei E2 zusatzlich an
sich selbst binden kann [26]. Ebenfalls als Oligomer tritt das kleinste exprimierte Protein p7
auf. Es gehort zur Gruppe der Viroporine und fungiert als hydrophober Eisenkanal [53,54].
Essentiell fur die Produktion infektidser Partikel ist zudem NS2, welches mit p7 unter
anderem die viralen Komponenten miteinander vereinigt [55]. In Verbindung mit NS3 weist
es eine autokatalytische Funktion als Cystein-Protease auf [56]. NS3 besitzt N-terminal eine
Serin-Protease, welche zusammen mit ihrem Cofaktor NS4A zur Spaltung des Polyproteins
beitragt, und C-terminal eine Helikase/ATPase, die wichtig fur die Replikation ist [57]. NS4A
verankert das NS3/NS4A-Heterodimer in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) und fordert die ATP-Hydrolyse [58,59]. Zudem leitet es den NS3-4A-Komplex zu den
mitochondrialen Membranen, wo durch Spaltung des MAVS (engl. mitochondrial antiviral-
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signaling protein) die zellulare Interferon-Antwort unterdriickt wird [60]. Ein weiteres oft als
Oligomer vorliegendes Membranprotein ist NS4B, welches an der Bildung des sogenannten
membranésen Netzes (engl. membranous web, MW) sowie des Replikationskomplexes
beteiligt ist. Hierbei interagiert es sowohl mit der HCV-RNA als auch mit anderen Proteinen,
was beim Zusammenbau der Partikel eine wichtige Rolle spielt [61,62]. NS5A ist ein RNA-
bindendes Phosphoprotein mit Zinkfingerdoméane. Es ist in der Membran verankert und
rekrutiert zellulare Proteine, wodurch es sowohl eine Rolle bei der Replikation als auch bei
dem Zusammenbau des Virus spielt [63,64]. Das zuletzt translatierte HCV-Protein ist die
RNA-abhangige-RNA-Polymerase NS5B, welche die typische Konformation einer rechten
Hand hat [65]. Neben der Replikation des Genoms hat NS5B eine cis-regulierende Funktion
bei der Bildung des Replikationskomplexes, interagiert mit verschiedenen zellularen
Proteinen und unterstitzt den Partikel-Zusammenbau [66—68].

1.2 Replikationszyklus des HCV

Der HCV-Replikationszyklus lasst sich in mehrere Abschnitte unterteilen (Ubersicht
siehe Abbildung 1-4). Uber die Anlagerung und Rezeptor-vermittelte Endozytose gelangt
das Virus in die Wirtszelle, wo es zu einer pH-abhéngigen Fusion und Freisetzung des
viralen Genoms kommt (1.2.1). Die HCV-RNA wird IRES-abhéngig direkt am rauen
Endoplasmatischen Retikulum (ER) translatiert (1.2.2, 1.2.3). Nach Prozessierung des
entstandenen Polyproteins kommt es zur Replikation und Bildung neuer Genome in
membrantésen Vesikeln (1.2.4). Die virale RNA wird verpackt und gelangt Uber den
sekretorischen Weg aus der Zelle (1.2.5) [69]. Im Folgenden soll auf die einzelnen Schritte
des Zyklus naher eingegangen werden.

1.2.1 Anlagerung und Aufnahme in die Wirtszelle

Wie bei vielen Viren, gelangt das HC-Virus bei einer primaren Infektion Uiber das Blut
zu den Wirtszellen. Die weitere Verbreitung erfolgt vor allem udber direkte Zell-Zell-
Transmission. Eine erste Anlagerung des Virus an die Zelle erfolgt durch Bindung an
Heparan-Sulfat-Proteoglykan und den Scavenger-Rezeptor B1 (SRB1). Vermutet wird, dass
dieser erste Kontakt Uber apoE beziehungsweise E2 erfolgt [70,71]. Auch
Glycoaminoglycane (GAGSs), welche eine hohe Affinitdt zu apoE aufweisen, sind an der
priméren Bindung beteiligt [72].
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Abbildung 1-4: Darstellung des HCV-Replikationszyklus. Der Zyklus beginnt mit der Anlagerung des Virus
an zellulare Rezeptoren und der so vermittelten Endozytose. In der Zelle kommt es zu einer pH-abhangigen
Fusion der Membranen und Freisetzung des HCV-RNA-Genoms. Es folgt die Translation und Polyprotein-
Prozessierung am Endoplasmatischen Retikulum (ER). In dem gebildeten membranésen Netz (engl.
membranous web, MW) wird die RNA repliziert. Die Partikel werden anschlieRend zusammengebaut und tber
den sekretorischen Weg aus der Zelle geschleust.

Die Anlagerung des Virus an SRB1 erlaubt den Kontakt von E2 mit dem Tetraspanin
CD81 [73], was den HCV-Mantel auf die pH-abhangige Fusion mit der Zelle vorzubereiten
scheint [74]. Durch diese Interaktion wird ergdnzend die Raf/MEK/ERK Signalkaskade und
die Rho GTPase aktiviert, welche fir einen Umbau des Aktin-Zytoskeletts sorgen [75]. Dies
ermdglicht den Kontakt zu den Tight-Junction Proteinen Claudin-1 und Occludin, welche
essentiell fir die Aufnahme des Virus in die Zelle sind [76—78]. Die Endozytose in die
Wirtszelle wird letztendlich durch Clathrin vermittelt [79]. Eine endosomale Azidifizierung
sowie die durch Konformationsanderung der Glykoproteine vermittelte Fusion der
Membranen resultieren in der Freisetzung der viralen RNA in das Zytoplasma [80].
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1.2.2 IRES-abhangige Initiation der Translation

Bis zur Entdeckung der komplexen Sekundarstrukturen einer IRES 1988 in Polioviren
und Encephalomyokarditis Viren (EMCV) wurde davon ausgegangen, dass die Initiation der
Translation obligatorisch Cap (m’GpppN)-abhangig ist [81,82]. In den darauffolgenden
Jahren wurden vier Gruppen an viralen IRES-Strukturen charakterisiert, welche
unterschiedlich strukturiert sind und verschiedene eukaryotische Initiationsfaktoren
bendtigen [83—-86]. Auf die Initiation durch die HCV-IRES soll im Folgenden néher
eingegangen werden.

Die HCV-IRES wird von den SLs Il — IV zusammen mit den ersten Nukleotiden der
codierenden Sequenz gebildet und umfasst ca. 340 nt [38,87]. Die HCV-5"UTR sowie die
Translationsinitiation ist schematisch in Abbildung 1-5 dargestellt. Im Gegensatz zur Cap-
abhangigen Translationsinitiation kann die HCV-IRES die 40S-Ribosomen-Untereinheit
(UE) direkt und ohne die Unterstiitzung weiterer Faktoren an das Startcodon binden [88].
Von besonderer Bedeutung fir die Bindung des Ribosoms an das AUG ist die Kernsequenz
der IRES, eine Pseudoknotenstruktur geformt von den Abzweigungen am SL IlIf [89,90].
Der apikale Teil des SL Il sorgt fur die nétige Konformationsanderung der 40S-UE und
interagiert mit SL IV [91-93]. Um den 48S-Préinitiationskomplex zu bilden, werden die elFs
2, 3 und 5 bendtigt. Faktor-4-Gruppenmitglieder, welche normalerweise an das Cap binden
und durch Interaktion mit poly(A)-Bindeproteinen (PABP) fir die Zirkularisierung und
Bindung des 43S-Pra-Initiationskomplexes mitverantwortlich sind, werden fiir den Start der
Translation des HCV-Polyproteins nicht benétigt [88]. Nach der direkten Anlagerung der
40S-UE an die virale IRES bindet elF3 an den apikalen Teil von SL IIl [94]. Es konnte gezeigt
werden, dass die elF3-Bindung eher von der Geometrie von SL Illabc abhéngt als von seiner
Primarsequenz [95]. Deletiert man SL IlIb, wird die Affinitat gegeniber elF3 stark reduziert.
Dennoch kann sich der 80S-Komplex bilden, wenn auch mit deutlich geringerer Effizienz als
beim Wildtyp [96,97]. Eine der wichtigsten konservierten Regionen der IRES ist jedoch der
aullere Teil von SL llld. Das GGG-Motiv ist essentiell fur die Translation aller HCV
Genotypen und HCV-ahnlichen IRESs [98-100], denn das Triplet interagiert mit einem
CCC-Motiv der 18S rRNA [101]. Die Initiator-tRNA, GTP und elF2 formen den ternaren
Komplex (elF2-GTP-tRNAMeY), welcher sich an den SL IV mit integriertem AUG anlagert.
Zusammen mit der 40S-UE formt sich der 48S-Komplex, in dem die Met-tRNA an das AUG
in der P-Stelle des Ribosoms bindet. Der Faktor 5 unterstitzt zum einen die
Startcodonerkennung durch den terndren Komplex und agiert zum anderen als Aktivator der
GTPase von elF2. Durch die GTP-Hydrolyse kommt es zur Freisetzung der elFs. Die
Bindung der 60S-Ribosomenuntereinheit erfolgt mit Hilfe der GTP-Hydrolyse durch elF5B
[102]. Hierbei ist zudem der SL Il wichtig, denn wird dieser deletiert, kann sich die 60S-UE
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nicht anlagern [97]. Es wird vermutet, dass, im Gegensatz zur Cap-abhangigen Initiation,
elF3 mit dem 80S-Ribosom weiterhin assoziiert bleiben kann [103].

b
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Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der HCV-IRES-abhéangigen Initiation der Translation. Die
ribosomale 40S-Untereinheit bindet direkt, ohne Hilfe weiterer eukaryotischer Initiationsfaktoren (elF) an die
IRES. Durch elF3-Anlagerung an den apikalen Teil von SL Il wird die Bindung von 40S gestarkt. Die Initiator-
tRNA, GTP und elF2 formen den ternaren Komplex, welcher sich an den SL IV mit integriertem AUG anlagert.
Faktor 5 agiert als GTPase-Aktivator, wodurch es zur GTP-Hydrolyse und Freisetzung von elF-GDP kommt.
Durch die anschlieBende Anlagerung der 60S-Untereinheit und Bildung des 80S-Ribosoms kommt es zur
Initiation der Translation. Durch Stress kann die Aktivitat von elF2 unterdriickt werden, wobei HCV in der Lage
ist, andere Faktoren (elF5B, 2A oder 2D) zu nutzen (rote Pfeile). Einzelne Schritte der Initiation lassen sich durch
Mutationen in der IRES inhibieren (schwarze Markierung () unter den Pfeilen). Eigene Darstellung mit
Informationen aus [115].

Zellen kénnen als Reaktion auf virale Infektion oder andere Stressoren wie Hypoxie,
Nahrungsmangel, Temperaturschwankungen und ER-Stress die Aktivitat von elF4E und
elF2 unterdriicken. So wird die zellulare Proteinsynthese gemindert, was zu einer
Energieeinsparung von bis zu 50 % fihrt [104,105]. Einige eukaryotische RNAs werden in
solchen Situationen moglicherweise ebenfalls durch IRESs reguliert. Hierzu zahlen unter
anderem mRNAs fur Wachstumsfaktoren wie der Fibroblast growth factor 2 [106], die
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Onkogene c-myc und p58 [107,108] und La [109]. Die molekularen Mechanismen zellularer
IRES-Strukturen sind jedoch bis heute nur wenig verstanden und deutlich schlechter
charakterisiert als die der viralen IRESs. Im Fall einer HCV-Infektion kommt es in der Zelle
zur Aktivierung der Proteinkinase R, welche wiederum elF2 durch elF2a Phosphorylierung
inhibiert [110]. HCV ist in der Lage, andere Faktoren, namentlich den elF2-ahnlichen elF5B-
GTP [111], elF2D [112] und elF2A [113], zur Rekrutierung der Initiator-tRNA und 60S-UE
zu nutzen. In elF2A und elF2D depletierten Zellen konnte gezeigt werden, dass eine
Initiation der Translation an der HCV-IRES auch bei phosphorylierten elF2a stattfindet [114],
was mit der Verwendung von elF5B konsistent ist.

1.2.3 Translation und Prozessierung des Polyproteins

Nach der IRES-abhangigen Initiation kommt es zur vollstdndigen Translation und
Prozessierung des Polyproteins. Neben den elFs tragen auch eine Vielzahl an anderen
RNA-bindenden Proteinen zu der viralen Translation bei. Diese sogenannten ITAFs (IRES
trans-agierenden Faktoren) sind am zellularen RNA-Metabolismus beteiligt und weisen
meist mehrere RNA-Bindungsdomanen auf. Prominente Beispiele der
translationsfoérdernden ITAFs sind das La-Protein, NSl-assoziiertes Protein (NSAP1),
heterogenes nukleares Ribonukleoprotein (hnRNP) L und D, Insulin-like growth factor 2
(IGF2), mRNA-Bindungs Protein 1 (IMP-1), sowie das Sm-&hnliche Proteine (LSm1-7)
[38,116]. Auch miR-122 wirkt sich positiv auf die Bildung des HCV-Polyproteins aus [33].
Andere zellulare Proteine senken die IRES-abhéangige Initiation der Translation, wie DEAD
Box Protein 5 (DDX5) und Poly-[ADP-Ribose] Polymerase 1 (PARP1) [44].

Einige weitere Regionen des HCV-Genoms tragen ebenfalls zur Regulation der
Translation bei. So wird diese beispielsweise zusatzlich von der 3'UTR stimuliert [117,118].
Vor allem die variable Region, der poly(U/C) Trakt und SL 1 sind hier von Bedeutung [119].
Uber den Einfluss des CRE auf die Translation existieren sich widersprechende
Veroffentlichungen. Einerseits wurde gezeigt, dass CRE mit dem SL Illd innerhalb der IRES
interagiert, was wiederum die Translation inhibiert [120], andererseits, dass die Interaktion
zwischen CRE und dem SL 2 der 3'"UTR die Translation stimuliert [121]. Es konnte gezeigt
werden, dass die kompensierende Mutation der Nukleotide 53 — 55 (AAC) im SL Il zu einer
hundertprozentigen Inhibierung der viralen Translation fihrt [122]. Zwei
Haarnadelstrukturen in der Core-codierenden Sequenz wirken sich zudem positiv auf die
Translation aus [123]. Durch das Stoppcodon UAG wird die Translation am Ende des ORF
des HCV-Genoms terminiert.

Um die einzelnen funktionalen Proteine zu bilden, kommt es zur Prozessierung des
Polyproteins (siehe Abbildung 1-6). Das co- und post-translational verlaufende Schneiden
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erfolgt sowohl durch zellulére als auch virale Proteasen. Die Strukturproteine und p7 werden
hierbei proteolytisch von einer zellularen Signalpeptidase des ER geschnitten. Das Core
Protein weist eine C-terminale Erkennungssequenz auf, welche von einer anderen
zellularen Signal-Peptid-Peptidase erkannt und gespalten wird. Die viralen Proteine NS2/3
spalten sich autokatalytisch. Alle weiteren Trennungen erfolgen durch die Serinprotease
NS3 zusammen mit ihrem Co-Faktor NS4A [124]. Die am ER translatierten und
prozessierten Proteine bleiben in der Membran lokalisiert, wobei NS3 die einzige Ausnahme
bildet.

s s § vl 7

Q
=AY,
RN

Abbildung 1-6: Prozessierung des HCV-Polyproteins. Die Strukturproteine und p7 werden proteolytisch von

einer zellularen Signalpeptidase des Endoplasmatischen Retikulums geschnitten (schwarze Schere). Das Core
Protein weist eine C-terminale Erkennungssequenz auf, welche von einer anderen zellularen Signal-Peptid-
Peptidase erkannt und gespalten wird (weie Schere). Die viralen Proteine NS2/3 spalten sich autokatalytisch
(dunkler Blitz). Alle weiteren Trennungen erfolgen durch die Serinprotease NS3 (heller Blitz). Eigene Darstellung
mit Informationen aus [124].

Es wird vermutet, dass es durch die Interaktionen zwischen dem 5" - und dem 3"- Ende
des Virus, beziehungsweise einer mdoglichen Zirkularisierung des Genoms, zu einem
Umschalten zwischen Translation und Replikation kommen kann [30]. Eine Rolle spielt
hierbei vermutlich die Interaktion zwischen miR-122, PTB und PCPB2 [125]. Zudem k&nnten
Proteine, welche spezifisch an die RNA binden, oder RNA-Sekundarstrukturen zu diesem
Wechsel flihren [126]. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es durch die Bindung
von NS3 an die virale RNA zur Verdrangung des La-Proteins kommen kann und somit zur
Reduktion der Translation und vermehrten Replikation des Genoms [127]. Auch durch die
Bindung des Core Proteins an den SL llld kommt es zur Blockierung der Translation [128].

1.2.4 Replikation des HCV-RNA-Genoms

Ein Merkmal der HCV-Infektion ist die Entstehung von Membranvesikeln, welche das
sogenannte membranose Netz (engl. membranous web, MW) bilden. Als dominante Form
wurden Doppel-Membranvesikel mit einem Durchmesser von 80 bis 180 nm beobachtet,
welche als Ort der Replikation gelten und vom ER abstammen [129-131]. Das MW schuitzt
den Replikationskomplex sowohl vor Proteasen als auch Nukleasen und der zellularen
Immunantwort [132]. Lange wurde davon ausgegangen, dass alleine NS4B durch
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Oligomerisierung fur die Bildung des MW verantwortlich ist [133,134]. Mittlerweile konnte
jedoch gezeigt werden, dass nur die kombinierte Expression aller Replikationsproteine zu
der Bildung des MW fiihrt. Einige zellulare Proteine, wie die Phosphatidylinositol 4-Kinase
(Pl4Kllla), Prolin-Serin-Threonin Phosphatase-interagierendes Protein 2 (PSTPIP2) und
Cyclophilin A (CypA), sowie Lipide, sind ebenfalls von essentieller Bedeutung fur die
Replikation [135-137]. Die einzelnen Vesikel des MW sind gréftenteils mit dem ER
verbunden und nur ca. ein Zehntel besitzt eine Offnung zum Zytoplasma [130]. Diese
Offnungen sind jedoch sowohl fiir die Aufnahme von Nukleotiden als auch zur Abgabe der
gebildeten RNA aus den Vesikeln in das Zytoplasma von Bedeutung. Neuen Erkenntnissen
zu Folge bilden sich die Doppel-Membranvesikel hauptsachlich in vitro, denn in Biopsien
konnten vor allem Vesikel mit einer einzelnen Membran nachgewiesen werden [138].

Die erhohte Replikation des HCV-Genoms startet ungefahr 12 bis 24 Stunden nach
der Infektion [127]. Den Kern des Replikationskomplexes bilden hierbei die viralen Proteine
NS3-NS5B zusammen mit der HCV-RNA, wobei als Schliisselenzym die RNA-abhéngige-
RNA-Polymerase NS5B gilt. Obwohl die einzelnen viralen Proteine gut charakterisiert sind
(siehe auch Abschnitt 1.1.2.2), verbleibt das genaue Zusammenspiel des Komplexes teils
unklar. NS5B ist C-terminal stark hydrophob und in der Membran verankert. Mit einer
"geschlossenen rechten Hand"-Konformation kann die katalytische Doméane nur ein
einzelstrangiges RNA-Molekul umfassen und startet die Produktion der RNA vermutlich de
novo [65,139]. Es ist jedoch aufgrund des SLs 1 am Ende des HCV-Genoms nicht véllig
klar, wie genau dies ablauft. Nach der Bindung der ersten beiden Nukleotide am 3 -Ende
und Synthese des Dinukleotidprimers kommt es zur Bindung eines GTPs an eine
allosterische Bindungsstelle der Polymerase und zur Konformationséanderung von NS5B,
wodurch Platz fur den entstehenden RNA-Doppelstrang gebildet wird [140,141]. Nach der
vollstandigen Elongation des Minusstranges terminiert die Synthese durch das Erreichen
des Strang-Endes. Der gebildete Strang dient nun als neue Vorlage fir die Plusstrang-
Synthese. Diese scheint deutlich effizienter und schneller abzulaufen als die des
Minusstranges, wodurch ein deutlicher Uberschuss an HCV-Genomen gebildet wird
[30,124,142]. Die Initiation erfolgt ebenfalls de novo am 3"-Ende des Minusstranges.

Als Intermediat der Replikation entsteht ein RNA-Doppelstrang, das heil3t ein
Pathogen-assoziiertes molekulares Muster, welches vom Immunsystem mit Hilfe des
Toll-like Rezeptors 3 erkannt werden kann. Die Anzahl an dsRNA in Patienten korreliert
zudem mit der Expression von Interferon-stimulierten Genen [143].
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1.2.5 Zusammenbau und Freisetzung der Viruspartikel

Der finale Schritt des HCV-Replikationszyklus beinhaltet den Zusammenbau und die
Freisetzung der viralen Partikel. HCV nutzt dabei den sekretorischen Weg der LDL in der
Wirtszelle. Neben dem Umgestalten der Membranen zum MW kommt es zu einer
veranderten Lipidzusammensetzung und Verteilung in der Zelle [144]. An der
Assemblierung des Virus sind zytosolische Lipidtropfchen (engl. lipid droplets, LD) und
mehrere zellulare Faktoren, die physiologisch Lipoproteine bilden, beteiligt [46]. Eine
zentrale Rolle bei dem Zusammenbau der HCV-Partikel spielt Core, welches durch
Abspaltung der Doméane 3 zusammen mit verschiedenen zellularer Proteine zu den LDs
rekrutiert wird [145]. Unter anderem durch den Einfluss der zytosolischen Phospholipase A2
(cPLA2) und der Diacylglycerol-O-Acyltransferase 1 (DGAT-1) assoziiert sowohl Core als
auch NS5A mit den LD [146,147]. Beide viralen Proteine besitzen RNA-Bindedoméanen und
interagieren miteinander. Es wird vermutet, dass NS5A fur das Umschalten zwischen der
RNA-Replikation und der Verpackung des Genoms von essentieller Bedeutung ist [28].
Auch andere Proteine des viralen Replikationskomplexes spielen eine Rolle beim
Zusammenbau der Viren. NS2 interagiert sowohl mit NS3-4A als auch mit E1/E2 und bringt
die Komponenten am ER zusammen. NS3 ist mit seiner Helikase-Domane vermutlich am
Verpacken der viralen RNA beteiligt [148,149]. Die Apolipoproteine werden fur den
Zusammenbau ebenfalls bendtigt, wobei vor allem apoB und apoE, das mit NS5A und den
Hullproteinen interagiert, eine zentrale Rolle spielen [150]. Die viralen Partikel werden
schlieBBlich Uber den sekretorischen Weg zum Golgi-Apparat transportiert, wo die
Hullproteine noch einmal modifiziert werden [151,152]. An der finalen Ausschleusung der
Partikel aus der Zelle sind Mikrotubuli und Endosomen beteiligt [153].

1.3 Interaktion zwischen HCV und Wirtsfaktoren

Alle biologischen Prozesse, bereits auf kleinster Ebene, beruhen auf Interaktionen
zwischen Systemen und Akteuren. Viren sind nicht in der Lage, sich selbststéandig zu
replizieren, sondern sind ausnahmslos von ihren Wirten und deren Faktoren abhangig. Das
HC-Virus stellt hierbei keine Ausnahme dar. Einige der essentiellen Wirtszellfaktoren
wurden bereits im Abschnitt 1.2 genannt. So spielen die Apolipoproteine und verschiedene
Rezeptoren wie CLDN1 und OCLN eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme des Virus
in die Zellen. Auch an der Bildung des MW sind zellulare Proteine wie CypA und Pl4Kllla
malfigeblich beteiligt. Die Translation erfolgt mit Hilfe der elFs, ITAFs und weiterer Faktoren.
Auf die Interaktion zwischen HCV und nicht-codierenden RNAs sowie den Einfluss auf die
Entwicklung von Leberzellkarzinomen soll im Folgenden etwas naher eingegangen werden.
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1.3.1 HCV und nicht-codierende RNAs

Lange wurden nicht-codierenden (nc) RNAs als ,Mull“ bezeichnet, bis sich nach und
nach verschiedenste essentielle biologische Funktionen offenbarten. Zu den ncRNAs,
welche allesamt nicht in Proteine translatiert werden, zahlen beispielsweise die als erstes
entdeckten Transfer-RNAs (tRNA), ribosomale RNAs (rRNA), sowie verschiedene
regulatorische RNAs [154]. Im Vergleich zu den ncRNAs stellen die proteincodierenden
Bereiche der mRNAs mit ca. 2 % nur einen geringen Teil der zellularen RNA dar [155]. In
der folgenden Tabelle 1-1 sind einige regulatorische ncRNAs aufgefiihrt und kurz
charakterisiert.

Tabelle 1-1: Beispiele regulatorischer nicht-codierender (nc) RNAs. Zusammengefasst aus [156—158].

ncRNA Funktion

Kleine nukleare RNA (snRNA) Splicing

Kleine nukleolare RNA (snoRNA) Modifikation von RNAs

Antisense-RNA (aRNA) Genregulation, RNA-Abbau oder Stabilisierung

Kleine interferierende RNA (siRNA) | RNA-Interferenz
PIWI interagierende RNA (piRNA) Transposonabwehr, epigenetische Effekte

Lange RNA (IncRNA) Verschiedene regulatorische Funktionen

microRNA (miRNA) Posttranskriptionale Genregulation, Silencing

Aufgrund des Einflusses von ncRNAs auf die Genexpression der Zellen ist es nicht
weiter verwunderlich, dass auch die HCV-Replikation in Verbindung mit ihnen steht. Durch
die Wechselbeziehung zwischen ncRNAs und HCV kann es zum einen zu einer veranderten
Replikation des Virus kommen, zum anderen zu einer veranderten Expression der zellularen
RNAs und einem moglichen Ungleichgewicht in den Hepatozyten. Es wird vermutet, dass
dies zu der Entstehung des HCV-induzierten HCCs beitragen kann (siehe auch 1.3.2) [159].

Verschiedene IncRNAs interagieren nachweislich mit HCV. Die IncRNAs sind
einzelstrangige, Uber 200 nt lange RNAs, welche eine Rolle in der Proliferation,
Zelldifferenzierung, Apoptose, sowie in der Stammzellerhaltung und Entwicklung spielen
[160]. Sie werden &ahnlich wie mRNAs gebildet und zum Teil gespliced, gecappt und
polyadenyliert. Die meisten werden dabei spezifisch in bestimmten Geweben und zu
bestimmten Zeiten exprimiert [161]. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass aufgrund einer
HCV-Infektion die Inc-ITM2C-1 hochreguliert wird und es so zu einer geringeren Expression
der Interferon-stimulierenden Gene kommt, was sich wiederum positiv auf die virale
Replikation auswirkt [162]. Einen gegensatzlichen Effekt zeigt INncRNA EGOT durch
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Unterdrickung der antiviralen Immunantwort [163]. Die IncRNA-IFI6 wirkt sich durch
Modifikation des Interferon-induzierten Proteins 6 ebenfalls negativ auf die HCV-Replikation
aus [164]. Auch GASS5, BISPR, und IncITPRIP-1 unterdriicken die HCV-Replikation [165—
167]. Oft sind die Interaktionen sehr komplex. Die Serin-Threonin-Kinase Weel
beispielsweise ist von besonderer Bedeutung fur den Eintritt der Zellen in die Mitose und
steht bei Fehlregulierung in Zusammenhang mit der Krebsentstehung. Es konnte gezeigt
werden, dass bei einer HCV-Infektion die IncRNA NORAD mit einer anderen ncRNA,
namentlich miR-373, interagiert und dadurch die Expression der Weel erhéht wird [168].

Auch andere miRNAs interagieren direkt, durch Bindung der viralen RNA, oder
indirekt, durch Regulation zellularer RNAs, mit HCV. Die miRNAs sind um die 20 — 24 nt
lange, einzelstrangige RNAs, die durch spezifische Bindung an mRNA, zumeist an die
3-UTR, fir die posttranskriptionelle Repression der Genexpression von immenser
Bedeutung sind. Die Biogenese der miRNAs ist in der Abbildung 1-7 schematisch
zusammengefasst.

Sie entstehen aus von der Polymerase |l generierten Primartranskripten (pri-miRNA),
die zunachst von RNAse |ll Drosha-Proteinen zusammen mit den dsRNA-Bindeproteinen
DGCRS8 in pre-miRNA geschnitten werden. Nach dem Export aus dem Nukleus durch
Exportin-5/Ran-GTP wird die pre-miRNA von Dicer zusammen mit TRBP, ebenfalls eine
RNAse Il und ein dsRNA-Bindeprotein, in die reife miRNA prozessiert. Der Fihrungsstrang
kann zusammen mit dem Argonaute-Protein 2 (Ago2), welches eine Endonukleaseaktivitat
besitzt, den sogenannten RNA-Induzierten-Silencing-Komplex (RISC) bilden, der
Gegenstrang der miRNA wird degradiert. Durch unvollstdndige Bindung zwischen Ziel-
MRNA und der im Ribonukleoproteinkomplex gebundenen miRNA (miRNP) kommt es zu
einer Inhibierung der Translation, bei vollstdndiger Komplementaritat hingegen zu einer
Degradierung [170,169].

Meistens liegen die Ziel-Sequenzen der miRNPs in der 3’"UTR von zellularen mRNAs
und wirken dort vor allem auf die Stabilitdt der RNAs. Bei den deutlich seltener
vorkommenden Bindungsstellen in der codierenden Region kommt es vermutlich eher zur
Regulation der Translation [171]. Es wird angenommen, dass ca. 60 % aller Gene von
mMiRNAs in ihrer Expression beeinflusst werden [172].

Dysregulation verschiedener miRNAs stehen im Zusammenhang mit einer Vielzahl an
Erkrankungen. Einige miRNAs regulieren unter anderem die Immunantwort der Zelle. Es
konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass beispielsweise miR-155, miR-130a
und miR-21 durch eine HCV-Infektion hochreguliert werden [173-175]. Die miR-155 spielt
eine wichtige Rolle bei der zellularen Immunantwort, indem sie die Bildung von T-Zellen
beglnstigt, aber auch Monozyten aktiviert und die Interferon (INF)-Produktion von
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Killerzellen reguliert [176,177]. Die Hochregulierung von miR-130a wiederum sorgt fur eine
verminderte Sekretion von INF und verstarkte HCV-Replikation [174].

miRNA Gen pre-miRNA
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\ / ( Expo_rtin A N B

Nukleus RAN-

pri-miRNA = DROSHA/ _etP_J
— DGCR8

miRNA-

:nﬂ: Duplex
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o 5

mRNA Abbau Translations-Inhibition

Abbildung 1-7: Biogenese der miRNAs. Die Polymerase 1l (Pol 1) generiert
Primartranskripte (pri-miRNA), die zunachst von Drosha-Proteinen zusammen mit DGCR8
in pre-miRNA geschnitten werden. Exportin-5 zusammen mit Ran-GTP schleusen die pre-
mMiRNA aus dem Nukleus aus. Im Zytoplasma wird sie von Dicer zusammen mit TRBP
zum miRNA-Duplex prozessiert. Die reife miRNA kann zusammen mit Argonaute-Protein
2 den RNA-Induzierten-Silencing-Komplex (RISC) bilden. Bei einer unvollstandigen
Bindung zwischen Ziel-mRNA und der im RISC gebundenen miRNA kommt es zu einer
Inhibierung der Translation, bei vollstandiger Komplementaritdt hingegen wird die
gebundene mRNA degradiert. Eigene Darstellung mit Informationen aus [169].

Die miR-21 unterdrickt die Typ 1 INF-Bildung und schitzt so HCV vor der
Immunantwort. Zudem spielt sie eine Rolle bei der Regulierung verschiedener Effektoren
des Toll-like-Rezeptor (TLR)-Signalwegs, welcher fir die Erkennung von Pathogen-
assoziierten molekularen Strukturen verantwortlich ist [178]. Auch viele andere miRNAs
aktivieren oder inaktivieren Signalwege, wodurch sie einen immensen Einfluss auf die Zellen
haben. Auf weitere Beispiele [179] soll an dieser Stelle nicht ndher eingegangen werden.
Bei der Entstehung von HCV-induziertem HCC spielen miRNAs ebenfalls eine wichtige
Rolle [180]. In vergangenen Studien konnte eine Vielzahl von in HCV-infizierten Zellen
regulierten miRNAs, sowohl in vitro als auch in vivo, identifiziert werden [181]. Die
Forschung zur Interaktion einer speziellen miRNA mit HCV, der miR-122, sticht jedoch mit
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Uber 2000 Eintragen in der biomedizinischen Datenbank PubMed Central besonders heraus
[182].

1.3.1.1 HCV und miR-122

Die zunachst in Mausen entdeckte und in verschiedenen Vertebraten
hochkonservierte leberspezifische miR-122 macht bis zu 72 % der gesamten miRNA-Menge
in adulten Hepatozyten aus [183,184], was sie zu der am hochsten exprimierten miRNA in
Geweben Uberhaupt macht [185]. Neben der Regulation der Eisenhomoostase und der
Interferon-Signalwege spielt die miR-122 im Cholesterol-Haushalt eine wichtige Rolle
[186,151,187]. Im HCC ist miR-122 oft herunterreguliert, was mit einer schlechten Prognose
korreliert [188,189]. Eine HCV-Infektion fihr zu einem Abfall an der frei verfligbaren miR122-
Menge in den Zellen, wodurch weniger fiir die endogene Ziel-mRNA zur Verfiigung steht
und was mdglicherweise zur Tumorgenese beitragt [190].
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Abbildung 1-8: Interaktion der miR-122 mit HCV. A: Schematische Darstellung des HCV-
Genoms mit der 5UTR, dem Polyprotein-codierenden-Bereich, der 3'UTR sowie den
konservierten Bindungsstellen S1, S2, 5B.2, 5B.3 und S3 der miR-122 (Blaue Ovale). B:
Bindung der miR-122 (blau) an S1 und S2 in der HCV-5"UTR (schwarz). Die miR-122 bindet
sowohl mit ihrer seed-Sequenz (dick) als auch mit der supplemental-Sequenz. UTR: nicht
translatierte Region, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, CRE: cis-agierende
Replikationselement, VR: variable Region, p(U/C): poly-Uracil/Cytosin-Trakt, SL:
Haarnadelschleifen. Verandert nach Niepmann [30].
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Es konnten durch Sequenzanalysen je nach HCV-Isolat mindestens finf miR-122-
Bindungsstellen im viralen Genom detektiert werden (siehe Abbildung 1-8, A) [191].
Verschiedene Studien zeigten, dass miR-122 in Assoziation mit Ago2 an die virale RNA
bindet [192—-194]. Die zwei am besten charakterisierten und hochkonservierten miR-Stellen
S1 und S2 liegen, kontrar zu den meisten zellularen Bindungsstellen, am Anfang der viralen
5°-UTR [195]. Zudem konnte in der IRES eine Anlagerung an den SL IV in 60 von 106 HCV-
Isolaten detektiert werden [190,196]. In der NS5B-codierenden Region liegen zwei weitere
konservierte Bindungsstellen (5B.2 und 5B.3), sowie in einigen Isolaten eine dritte (5B.1).
Die finfte zur miR-122 komplementéare und sehr stark konservierte Sequenz befindet sich
in der VR der 3"-UTR des HCV-Genoms [191].

Besonders wichtig fur die Bindung der miR-122 ist die von Ago2 exponierte seed-
Sequenz (Nukleotide 2 — 7; 5-GGAGUG-3"), wobei zunadchst die Nukleotide 2 — 5
prasentiert werden [197]. Die Bindung wird durch Anlagerung einer sogenannten
supplemental-Sequenz (Nukleotide 14 — 20) weiter verstarkt (siehe Abbildung 1-8, B) [194].
Ein Adenosin, welches gegeniber der ersten Position der miRNA liegt, kann zusétzlich die
Affinitat zur Ziel-RNA erhéhen [198].

Die Bindung der miR-122 an S1 und S2 sowie deren Auswirkungen auf den HCV-
Lebenszyklus sind am besten beschrieben und am starksten ausgepragt. Im Jahr 2005
konnte das erste Mal ein funktioneller Zusammenhang zwischen der miR-122 und HCV
gezeigt werden. Zellen, in denen die miR-122 in vitro sequestriert wurde, wiesen eine
deutlich verminderte Anzahl an HCV-Genomen auf. Dies ist gegensatzlich zu der
Unterdriickung der Translation und der Degradation der zellularen mRNAs, zu welcher es
durch die Bindung der miRNAs normalerweise kommt. Es wurde daraufhin zunachst ein
positiver Effekt auf die HCV-Replikation postuliert [32]. Dies scheint jedoch eher an dem
Schutz der nicht-gecappten viralen RNA vor dem Abbau, hauptsdchlich durch die
Exoribonuklease 1 (XRN1) und einer zusatzlichen Stabilisierung des nicht-gecappten HCV-
Genoms, als an einer direkten Stimulation der RNA-Synthese zu liegen [199-201,34]. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die Elongation der viralen Replikation nicht von der
miR-122 abhangt [202]. Ein Einfluss des miRNPs auf die Replikation findet allerdings
wabhrscheinlich durch das Mitwirken beim Umschalten zwischen dieser und der Translation
des HCV-Genoms statt [125]. Deutlich positiv wirkt sich die Bindung der miR-122 an die 5-
UTR auf die Translation des viralen Polyproteins aus. Dies konnte als Erstes durch die
Sequestrierung der microRNA in Leberkarzinomzellen, sowie durch die Addition in miR-122-
negativen-HelLa-Zellen und die damit verbundene replikationsunabhangige
Translationsdnderung gezeigt werden [33]. Die Bindung des Ago/miR-Komplexes an S1 und
S2 fuhrt dabei kooperativ zu einer Steigerung der Translation [35]. Der positive Effekt der
miR-122 auf den HCV-Replikationszyklus sorgt auch insgesamt fur eine deutlich gesteigerte



Einleitung |19

Produktion von infektiosen Viruspartikeln in Zellen [203]. Neueren Erkenntnissen zu Folge
erfullt der gebundene Komplex an der 5"UTR zudem eine Art Chaperon-Funktion, indem die
korrekte Faltung und Struktur der IRES unterstitzt wird [204,205].

Uber die genauen Auswirkungen der miRNP-Bindung an die NS5B-codierende Region
und die 3"-UTR ist nur wenig bekannt. Die Anlagerung der miR-122 zusammen mit Ago2
konnte fur diese Stellen bereits einige Male demonstriert werden [190,206,194]. Uber die
Funktion der Bindung gibt es jedoch nahezu keine verdffentlichten Studien.

Eine miR-122 unabhangige Replikation des HCV ist nur auf sehr basalem Level moglich
[207]. Knock-out von miR-122 in Zellen sorgt fir eine drastische Reduktion der Menge an
HCV-Genomen und eignet sich somit als Ansatz fur die Entwicklung neuer Virostatika. Die
Antisense-Xenonukleotidsaure (engl. locked nucleic acid, LNA) Miravirsen bindet die miR-
122 und wurde bereits in einer Phase-II-Studie getestet [208]. Darauf basierend wurde RG-
101 entwickelt, bei welchem der Inhibitor an einen Liganden des leberspezifischen
Asialoglycoprotein Rezeptor gebunden ist. Zwar konnte hier in klinischen Studien zun&chst
ein deutlicher Ruckgang der viralen Last detektiert werden, jedoch kam es bei einem
Grol3teil der Patienten zu einem Absetzeffekt [209]. Auch zirkulare RNAs, welche stabiler
sind als lineare und auch natirlicherweise in Zellen vorkommen, kénnen genutzt werden,
um miRNAs zu binden und sequestrieren [210].

1.3.2 HCV und die Entstehung von Zirrhosen und Krebs

Die chronische Infektion mit HCV fuhrt oftmals zu Leberfibrosen, Zirrhosen und der
Manifestation von HCC. Haufig beginnt dieser Prozess mit einer Fibrosierung, welche
grundsétzlich eine Wundheilung durch die Bildung von extrazellularer Matrix darstellt. Eine
Fibrose ist eine Ubermalige Vermehrung des Bindegewebes und die daraus folgende
Verhartung des Gewebes. Viele Hepatozyten gehen bei dem Prozess zugrunde [211,212].
Eine der Hauptfaktoren bei der Entstehung von Leberfibrosen scheinen die hepatischen Ito-
oder Stern-Zellen (engl. hepatic stellate cells, HSC) zu sein, welche bei Entzlindungen
aktiviert werden. Aktivierte Itos zeichnen sich durch erhdhte Proliferation, Kontraktilitat und
Chemotaxis aus und sorgen fur die Produktion von extrazellularen Matrixproteinen [213].
Die Endstufe der Fibrose ist die Zirrhose, bei der die Leber stark vernarbt ist und es zu
einem Rickstau des vendsen Blutes in der Pfortader kommt. Zudem kann die Leber ihrer
Entgiftungsfunktion nur noch partiell nachkommen. 30 Jahre nach Beginn einer chronischen
HCV-Infektion besteht bei Patienten ein 41 %iges Risiko, eine Zirrhose zu entwickeln [8],
und zudem ein jahrliches Risiko von 1 — 4 %, an einem HCC zu erkranken [214]. Ist bereits
eine Zirrhose ausgebildet, steigt dieses Risiko auf 5 — 7 % [215].
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Viele andere Faktoren beeinflussen die Krebsentstehung, wie Vorerkrankungen, das
Alter und die Dauer der Infektion [216].
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Abbildung 1-9: Modell der Entstehung vom HCV-induziertem Leberkrebs.
Die Infektion mit HCV, Pradispositionen und Lebensgewohnheiten kénnen zu
der Bildung von malignen Transformationen fuhren. Durch Schadigungen der
DNA sowie veranderte Signal- und Stoffwechselwege entstehen
Fibrosen/Zirrhosen, welche die Wahrscheinlichkeit, an einem hepatozellularen
Karzinom (HCC) zu erkranken, maRgeblich erhdhen. Verandert nach Bartosch
[218].

Sequenzierungen der nachsten Generation (engl. next generation sequencing, NGS)
und bioinformatische Studien erméglichen die Untersuchung von grof3en Datenmengen und
erdffnen somit neue Mdglichkeiten bei der Erforschung von HCV-induziertem HCC. So
konnten beispielsweise im Jahr 2014 durch die Analyse von tiber 500 HCC-Genomen nicht
nur etliche maRgeblich den Krebs férdernde und veranderte Gene, sondern auch 11
beeinflusste Signalwege identifiziert werden [217].
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Die Hepatokarzinogenese ist ein vielschichtiger Prozess, zu dem HCV sowohl direkt
als auch indirekt Uber immun-vermittelte Entziindungen beitragt. Zudem wird sie durch
vorliegende genetische Pradispositionen und Lebensweisen beglinstigt (siehe Abbildung
1-9) [218].

Ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von Lebererkrankungen ist die Gbermafige
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Rahmen von oxidativem Stress. ROS
sind vor allem von den Mitochondrien gebildete Sauerstoffradikale und Peroxide, welche als
Nebenprodukt der Zellatmung entstehen. Einige extramitochondriale Enzyme wie die
NADPH-Oxidase und Cytochrom P450-Enzyme tragen ebenfalls zu ihrer Bildung bei. In
physiologischer Konzentration dienen sie als wichtige Signalmolekile und zur Abwehr von
Pathogenen. Kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht und somit zur tbermé&Rigen
Bildung von ROS, schadigen diese die Zellen nicht nur auf der metabolischen, sondern auch
auf genetischer Ebene [219,220]. Zudem koénnen ROS das Wachstum und die
Proliferations-Signalwege aktivieren und so zur Tumorgenese beitragen [221]. Erhohte
Werte an ROS konnten bereits in HCV-infizierten Patienten nachgewiesen werden [222].

Das virale Core-Protein sorgt durch seine Assoziation mit der mitochondrialen
Membran flr die Entstehung von Stress und fuhrt zu Verdnderungen des antioxidativen
Enzymsystems [223,224]. Die Anwesenheit von NS5A korreliert wiederum mit der erhdhten
Calcium-Abgabe aus dem ER, welches unter anderem von den Mitochondrien
aufgenommen wird [225]. Calcium ist ein wichtiges Signalmolekul und interagiert mit vielen
unterschiedlichen anderen Systemen und Signalwegen, wie der ROS-Bildung, welche
wiederum Einfluss auf die Calcium-Speicherung und den Influx hat [226].

HCV kann durch den Eingriff in den Lipid-Metabolismus der Zellen Steatosen, also
eine Verfettung der Leber, hervorrufen. Virale Proteine interagieren mit Lipoproteinen und
sorgen damit nicht nur flr eine Aktivierung der Lipogenese, sondern gleichzeitig auch fir
eine geringere Verstoffwechselung der Fette [227,144]. Die Akkumulation von freien
Fettsauren sorgt wiederum fir oxidativen Stress und die Bildung von ROS sowie die
Aktivierung anderer toxischer Sighalwege [228].

Diabetes mellitus erh6ht das Risiko an HCC zu erkranken zusatzlich, wobei eine HCV-
Infektion wiederum die Wahrscheinlichkeit einer Insulinresistenz erhoht [229]. Core
beispielsweise reguliert die Expression der Insulin Rezeptor Substrate 1 und 2 herunter, und
NS5A steigert die Glukoneogenese [230,231]. Die allgemeine Folge von Hyperglykamie ist
die Bildung von ROS, inflammatorische Cytokinfreisetzung und eine erhéhte Apoptoserate
durch die Aktivierung der Proteinkinase C und NADPH-Oxydasen [232].

Entzindungen fuhren mal3geblich zu oxidativem Stress. Im Falle einer HCV-Infektion
kommt es unter anderem indirekt, aufgrund von Reaktionen des Immunsystems, zu einer
chronischen Entztindung der Leber. Die Inhibierung von Typ | IFN, der Einfluss auf die CD4-
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Zell-Differenzierung sowie die vermehrte Bildung von Cytokinen sind nur einige Grunde
hierfir [233,234]. Da HCV verschiedene Mechanismen verwendet, um vom Immunsystem
nicht eliminiert zu werden, sammeln sich vermehrt Lymphocyten in der Leber und sorgen
fur eine Verstarkung der Entziindung [235].

Epigenetische Mechanismen der befallenen Zelle werden durch das HCV ebenfalls
beeinflusst. Hierzu z&hlt unter anderem die bereits genannte veranderte Expression von
ncRNAs und die damit einhergehende veranderte Genexpression (1.3.1). Es konnte gezeigt
werden, dass beispielsweise die bekanntermaflien den Zellzyklus und Genexpression
regulierenden INncRNAs LINC01419, AK021443, PVT1, HOTAIR, HULC, UCA1, MALAT1
und HEIH in HCV-induziertem HCC eine veréanderte Expression aufweisen [236—242]. Aber
auch Veranderungen im Methylierungsmuster der Zelle kénnen zu der Krebsentstehung
beitragen [180,243].

Einer der Hauptgriinde fir die von HCV-induzierte Hepatokarzinogenese, heben dem
oxidativen Stress, ist vermutlich der direkte Einfluss des Virus auf anti- und prooncogene
Signaltransduktionswege. Ein Beispiel ist das Retinoblastoma Protein (Rb), welches die
Zellproliferation kontrolliert, indem es die E2F-Transkriptionsaktivitat senkt. NS5B kann
direkt an Rb binden, was zu einem Abbau des Proteins fuhrt und so zur Aktivierung des
Zellzyklus [244]. Core und NS2 aktivieren zudem Cycline und Cyclin-abhéngige Kinasen,
wodurch der Zellzyklus weiter stimuliert wird [245,246].

Einige der viralen Proteine interagieren auch mit dem MAP (engl. mitogen-activated
protein)-Kinase-Weg, was zusatzlich Erkrankungen fordern kann [247-249]. Die MAPK-
Wege sind mehrstufige Signalwege, die mittels Cytokinen, Wachstumsfaktoren und Stress
aktiviert werden und so zu Proliferation, Differenzierung, Entwicklung, Apoptose,
Entzindungen und Stressantwort erheblich beitragen. Eine Fehlregulation steht im direkten
Zusammenhang mit der Krebsentwicklung [250]. Viele der an der MAPK-Kaskade
beteiligten Proteine sind in HCC-Patienten Gberexprimiert, einige sogar in bis zu 100 % der
analysierten Proben [251].

Die naturliche Apoptose der Zelle wird ebenfalls durch das HCV auf verschiedene
Weise gestort und blockiert. Mehrere der viralen Proteine interagieren mit p53, welches
Zellzyklus-Pausen und den natiirlichen Zelltod kontrolliert und einen wichtigen Tumormarker
darstellt [252]. Ergdnzend blockiert HCV die antiproliferatorische und proapoptotische
Wirkung von Tumornekrosefaktoren (TNF)-a und TNF-B [253—-256]. TNFs haben je nach
Situation und Stimulus verschiedene Aufgaben in der Zelle. Neben der Apoptose und
Proliferation kdnnen sie auch zur Nekrose, Angiogenese, Immunzellaktivierung und
Zellmigration fiihren und spielen somit bei gestérter Homgostase eine grol3e Rolle bei der
Krebsentstehung.
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Heute kennen wir zwar einige der HCV-induzierten Faktoren, die zur Zirrhose und
HCC-Entstehung beitragen kénnen, wie genau die einzelnen Mechanismen jedoch
ineinandergreifen und welche bis jetzt unentdeckt sind, kdnnen nur weitere Studien zeigen.

1.4 Zielsetzung

Die chronische Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist weltweit eine der Hauptursachen
fur die Entstehung von Leberzirrhosen. Oftmals resultiert daraus Krebs, selbst wenn das
Virus bereits mit Hilfe von Medikamenten aus den Patienten eliminiert wurde. Dies ist einer
der Griinde, warum es so wichtig ist, die HCV-Wirts-Interaktion auch weiterhin intensiv zu
erforschen.

In den letzten Jahren wurden viele essentielle Wirtszellfaktoren charakterisiert, wie die
leberspezifische miR-122. An mindestens funf Stellen des HCV-Genoms kann sich diese
miRNA, in Verbindung mit dem Ago2-Komplex, spezifisch anlagern. Besonders gut
charakterisiert sind die zwei Bindungsstellen in der 5"UTR der viralen RNA. Die Anlagerung
des miR/Ago-Komplexes an diese Bereiche des viralen Genoms ist essentiell fir die
Translation, Replikation und Stabilisierung der HCV-RNA. Die Funktion der anderen hoch
konservierten Bindungsstellen ist jedoch bis jetzt kaum untersucht worden. Neben der miR-
122 konnten bereits viele weitere zellulare Faktoren bestimmt werden, welche einen
positiven oder einen negativen Einfluss auf die Replikation des Virus austiben. Mithilfe von
Microarrays und NGS-Analysen wurden vermehrt Verdnderungen in dem zellularen
Transkriptom als Antwort auf verschiedene Reize detektiert. Zudem machte es die
Massenspektrometrie mdglich, das Proteom naher zu erforschen. Die meisten Studien
haben sich jedoch nicht mit der Analyse des Translatoms in Kombination mit dem
Transkriptom beschaftigt, was eine umfassendere Untersuchung der Genexpression
zulésst.

Um neue Erkenntnisse Uber die HCV-Wirts-Interaktion zu erlangen, war es ein Ziel
dieser Arbeit, die drei stark konservierten miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-
codierenden Region sowie der 3'UTR naher zu untersuchen. Des Weiteren sollte der
Einfluss der HCV-Infektion auf das zellulare Transkriptom und Translatom mit Hilfe des
Ribosome Profilings analysiert werden, um Veradnderungen der zellularen Genexpression

und maogliche neue Interaktionspartner zu detektieren.



2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-1: Verwendete Verbrauchsmaterialien
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Verbrauchsmaterialien Hersteller
Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten ~ Merck
(100 kDa)

Chromatographie Papier SMM (Whatman) VWR
Costar UV Plate (96 Well) Sigma-Aldrich
Cryo-Roéhrchen Sarstedt
Elektroporationskivetten (4 mm) Bio-Rad
Petrischalen Sarstedt
Phase Lock Gel™ Heavy VWR
Pipettenspitzen (10 pl — 1250 pl) Sarstedt
PVDF Membran, Immobilon-P (0,45 um) Millipore
Reaktionsgefalie (200 pl — 50 ml) Sarstedt

Rontgenfilme, CL-XPosure™
(18 cm x 24 cm)

Thermo Scientific

Serologische Pipetten (5 ml — 50 ml) Sarstedt
Zellkulturflaschen (25 cm? — 175 cm?) Sarstedt
Zellkulturplatten (6 Well, 12 Well) Sarstedt
Zellkulturschalen (9 cm — 15 cm) Sarstedt
Zellschaber Sarstedt

Ultrazentrifugationsréhrchen
(14 mm x 89 mm)

Beckman Coulter




2.1.2 Gerate

Tabelle 2-2: Verwendete Gerate
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Gerate

Hersteller

Avanti JXN-26 Centrifuge, Rotoren JA-
25.50, JA-10

Beckman Coulter

Bakterien-Inkubator Certomat® H Braun
Bi-Destille, Destamat Heraeus
Bioanalyzer 2100 Agilent
Blotapparatur, Fastblot B43/44 Biometra
COz-Inkubator Serie CB Binder GmbH

Digitales pH-Meter 644

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG

Elektrophorese Netzgerat, EPS 500/400

Pharmarcia Fine Chemicals

Elektroporator, GenePulser Xcell™ Biorad

Filmkassetten, Cronex Lightning Plus Du Pont

Fluorometer Qubit™ Invitrogen
Geldokumentationssystem, GelDoc XR Biorad
Gel-Elektrophoresekammern von Keutz

Heizblock, Akku Block™ Labnet

Heizblock, MBT 250 Kleinfeld Labortechnik
Heiz-Magnetrihrer US 152 Stuart

Kippschuttler DuoMax1030

Heidolph Instruments

Kihlzentrifuge 5417 R Eppendorf
MagnaRack™ Invitrogen
Mastercycler ep realplex? Eppendorf
Microplate Reader Epoch BioTek

Mikroskop, Leica DM IL invers

Leica Microsystems

Pipetboy

Integra

Pipetten (2 pl — 1000 pl)

Gilson

Platteninkubator B15

Thermo Scientific

Sterilbank, Lamin Air HA 2448 BS Heraeus
Tecan infinite M200 multimode reader Tecan

Thermocycler, T1 Biometra
Thermocycler, TProfessional Biometra
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Tischzentrifuge, Centrifuge 5415C und Eppendorf

5417R

Ultrazentrifuge LE-80 Beckman Coulter
Vortex Genie 2™ Bender & Hoben
Waage Sartorius
Wasserbad julabo Julabo
Zahlkammer, Neubauer-improved (0,1 mm  Superior Marienfeld
Tiefe)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Die fir diese Arbeit standardmaflig verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden,
wenn nicht anders vermerkt, von den folgenden Firmen bezogen:

Merck

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH Co. KG

Life Technologies GmbH.

2.1.3.1 Spezielle Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2-3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Quelle
Cycloheximide solution - ready made Sigma-Aldrich
(100 mg/ml)

GlycoBlue™™ Invitrogen
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Sigma-Aldrich
Rotiphorese Bisacrylamidldosung 40 (29:1, 19:1) Carl Roth
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain Invitrogen

TRIzol™ LS Reagent Ambion
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2.1.4 Puffer und Losungen

Tabelle 2-4: Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer und L6sung Endkonzentration Ansatzschema
Blocklésung 5 % Milchpulver (EDEKA) in

PBS-T gelost
DNA-Extraktionspuffer Far 50 ml:

300 mM NacCl 3mli5M

10 mM Tris-HCI (pH 8) 05ml1M

1 mM EDTA 100 pl 0,5 M

Auffillen mit ddH20

DNA-Probenpuffer Far 20 ml:

75 % Glycerin 15 ml

50 mM EDTA (pH 8,0) 2ml0,5M

einige Kérner Bromphenolblau
und Xylencyanol
Auffillen mit ddH.O
DTT Far 10 ml:
1M 159
Auffullen mit ddH-0,
Lagerung bei -20°C

EDTA Far 100 mi:
05M 14,61 ¢
Auffillen mit ddH.O
Elektroporationspuffer Fur 100 mi:
(Zytomix) 120 mM KCI 48ml25M
0,15 mM CacCl, 15ul1M

10 MM KoHPOWKH,PO, (pH 5ml0,2 M
7,6) 25 mM HEPES (pH7,6)  25ml1M

2 mM EDTA (pH 7,6) 2ml0,1 M

5mM MgCl 5mli0,1 M
Mit KOH auf pH 7,6
einstellen,

Sterilfiltration,
Auffullen mit ddH-0,
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kurz vor Gebrauch Zugabe
von:

2 mM ATP (pH 7,6) und

5 mM Gluthathion (pH 7,6)

MgCl,

0,5M

Fir 100 ml:
10,16 g
Auffullen mit ddH-O

NaCl

S5M

Fir 500 ml:
146,1 g
Auffullen mit ddH-O

NaOH

Y

Far 11
409
Auffillen mit ddH-O

Natriumacetat

3M

Fir 50 ml:
20,419
Auffullen mit ddH-O

Paraformaldehyd
(PFA) 4 %

4 % PFA
[6sen in ddH.O
5 mM NaOH

1x PBS

Far 100 mi:

49

80 ml

100 pl (5 M)

auf 65°C erhitzen und
wieder abkuhlen

10 ml (10 x)

mit 37 % Salzsaure auf pH
7.4 einstellen,

Auffillen mit ddH-0,
Lagerung bei -20°C

PBS-Glycin

1 xPBS
10 mM Glycin

Far 500 ml:
500 ml
0,3759g

PBS-T

1x PBS
0,5 % Tween® 20

Fir 100 ml:
99,5 ml
0,5 ml
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Polysomen Lysepuffer Far 50 ml:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5) Iml1M
250 mM NacCl 25ml5M
1,5 mM MgCl; 150 pl0,5M
1 mMDTT 50ul 1M
0,5 % Triton X-100 1,25 ml 20 %

Auffullen mit ddH20,
Lagerung bei -20°C, vor

Gebrauch:
100 pg/ml Cycloheximid 1 pl/ml
20 U/ml TURBO DNase 10 pl/ml
PPPC 2x Far 50 ml:
100 mM Tris HCI pH 6,8 5ml (1 M)
24 % Glycerin 12 ml (100 %)
8 % SDS 49
0,02 % Coomassie-Blau G-250 0,01 g
2 % [3-Mercaptothanol 1 ml (100 %)
Auffullen mit ddH.O
RNA-Extraktionspuffer Far 50 ml:
0,3 M NaOAc (pH 5,3) 5mi3M
1 mM EDTA 100 ul 0,5 M
0,1% SDS 500 pl 10 %
Auffullen mit ddH.O
RNA-Probenpuffer Far 20 ml:
80 % Formamid 16 mi
10 % Glycerol 2ml
50 mM EDTA (pH 7,5) 2ml0,5M

einige Kérner Bromphenolblau
und Xylencyanol
Auffillen mit ddH.O

SDS-Laufpuffer Far 11(10 x):
0,1 % SDS 109
25 mM Tris-Base 304g
192 mM Glycin 144 g

Auffillen mit ddH.O, vor
Gebrauch auf 1 x verdiinnen
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Sucrose Far 200 ml:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5) 4ml1M
250 mM NacCl 10mI5M
15 mM MgCl, 6 ml0,5M
10 % oder 60 % Sucrose 20 oder 120 g
Auffillen mit ddH-0,
vor Gebrauch:
1mMDTT 1 pl/ml
100 pg/ml Cycloheximid 1 pl/ml
Transferpuffer Far 11
48 mM Tris-Base 5849
39 mM Glycin 299
0,037 % SDS 3,7 ml (10 %)
20 % Methanol 200 ml (100 %)
Auffillen mit ddH.O
Transformations- Far 400 ml:
Puffer 1 30 mM Kaliumacetat 1,18¢
10 mM CacCl, 0,599
50 mM MnCl, 3.96 g
100 mM RbCl; 4.84 g
15 % Glycerol 60 ml
pH 5,8 mit Essigsaure
einstellen
Auffillen mit ddH.O
Sterilfiltrieren
Transformations- Far 100 mi:
Puffer 2 10 mM MOPS 0,21g
75 mM CacCl, 11g
10 mM RbCl, 0,12 g
15 % Glycerol 15 ml

pH 6,5 mit KOH einstellen
Auffillen mit ddH,O
Sterilfiltration

Tris-Acetat-EDTA
(TAE)-Puffer

40 mM Tris-Base
1 mM EDTA; pH 8,0

Far 11 (50 x)
242 g
100 ml 0,5 M
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20 mM Essigsaure 57,1 ml konz.
Auffillen mit ddH.O, vor
Gebrauch auf 1 x verdiinnen

Tris HCI Far 1 1:
1M 121,19
pH-Wert einstellen mit HCI
Auffullen mit ddH.O

Tris/EDTA (TE)- Far 50 ml:
Puffer 10 mM Tris/HCI; pH 8,0 05ml1M

1 mM EDTA; pH 8,0 0,1ml0,5M

Auffillen mit ddH.O

Tris-Borat-EDTA Far 11 (10 x):
(TBE)-Puffer 89 mM Tris-Base 108 g

89 mM Borsaure 55¢

2 mM EDTA 40 ml 0,5 M

Auffillen mit ddH.O, vor
Gebrauch auf 1 x verdiinnen

Trizin-Gelpuffer Fur 500 mi:
3 M Tris-Base 181,5¢
0,3 % SDS 15 ml (10 %)
mit HClI auf pH 8,45
einstellen
Auffullen mit ddH.O
Western Blot Fur 100 ml (10 x):
Lysepuffer 10 mM Tris HCL, pH 8,0 10 ml (1 M)
140 mM NaCl 8,29
0,025 % NaN3 0,259
1 % Triton X-100 10 ml (100 %)

Auffullen mit ddH.O, vor
Gebrauch auf 1 x verdiinnen
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2.1.5 Antikorper und Magnetische Beads

Tabelle 2-5: Verwendete Antikdrper und Magnetische Beads

Antikorper Verdinnung Quelle
Anti-Hepatitis C Virus NS3 antibody 1:500 Abcam

[8 G-2]

Goat-anti-mouse IgG1, Alexa 1:200 Thermo Scientific

Fluor® 488 conjugate

Hepatitis C Virus Core Antigen 1:1000 Thermo Scientific
Monoclonal Antibody (C7-50)
Anti-GAPDH-71.1 Monoclonal 1:150000 Sigma-Aldrich
Antibody
Goat-anti-mouse IgG HOR 1:50000 Life Technologies
Streptavidin C1 DynaBeads Invitrogen
2.1.6 Enzyme
Tabelle 2-6: Verwendete Enzyme
Enzym Quelle
Antarctic Phosphatase NEB
Circ Ligase Biozym
DNase | (RNase-frei) NEB
OneTag DNA-Polymerase NEB
Proteinase K NEB
Q5-Polymerase NEB
Restriktionsendonukleasen, diverse NEB
RNase I, 100 U/uL Invitrogen
Super Script Il reverse Transkriptase Invitrogen
SUPERase Inhibitor Invitrogen
T4 DNA Ligase NEB
T4 Polynukleotid Kinase NEB
T4 RNA Ligase 2 NEB
T7 RNA-Polymerase Thermo Scientific
Turbo DNase Invitrogen




2.1.7 Kit-Systeme

Tabelle 2-7: Verwendete Kit-Systeme
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Kit

Quelle

Agilent High Sensitivity DNA Kit

Agilent

GeneJet Gel Extraction Kit

Thermo Scientific

GenelJet Plasmid Maxiprep Kit

Thermo Scientific

GenelJet Plasmid Miniprep Kit

Thermo Scientific

GeneJet RNA Cleanup and Concentration
Micro Kit

Thermo Scientific

PerfeCTa SYBR Green FastMix

Quanta Biosciences

gScript Flex cDNA Kit

Quanta Biosciences

Qubit™ Assay Kits

Thermo Scientific

RNeasy® Mini Kit

Qiagen

SuperSignal™ West Femto

Chemiluminescent Substrate

Thermo Scientific

2.1.8 Plasmide

Tabelle 2-8: Verwendete Plasmide

Plasmid

Beschreibung

Quelle

PFK-JFH1-J6 C
846_dg (Jc1) 12961

T7-Promotor, HCV-Jcl
codierende Sequenz, HDV
Ribozym, T7-Terminator,
Ampicillinresistenz

Thomas Pietschman, AG
Bartenschlager,
Heidelberg, DE

pUC18_J6-JFH1_NS5B-

pUC18 Plasmid Sequenz,

Nadia Dinnes

3-UTR_5B.2m NS5B-Sequenz_5B.2m, 3"-UTR  AG Niepmann
GielRen, DE
puUC18 J6-JFH1 NS5B- pUC18 Plasmid Sequenz, Nadia Diinnes
3-UTR_5B.3m NS5B-Sequenz_5B.3m, 3"-UTR  AG Niepmann
Giel3en, DE
pFK-Jc1-S1m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846_dg (Jcl)_12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE

Bindungsstelle S1
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pFK-Jc1-S2m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 _dg (Jc1) 12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE
Bindungsstelle S2

pFK-Jc1-5B.2m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 _dg (Jc1)_12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 Giel3en, DE
Bindungsstelle 5B.2

pFK-Jc1-5B.3m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 _dg (Jc1)_12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE
Bindungsstelle 5B.3

pFK-Jc1-S3m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 dg (Jc1) 12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE
Bindungsstelle S3

pFK-Jc1-5B.2/3m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 dg (Jc1) 12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE
Bindungsstelle 5B.2 und 5B.3

pFK-Jc1-5B.2/3/S3m Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 _dg (Jc1) 12961 mit Niepmann
Mutation in der miR-122 GielRen, DE
Bindungsstelle 5B.2, 5B.3 und S3

pFK-Jc1-GND Basiert auf pFK-JFH1-J6 C Gesche Gerresheim, AG
846 _dg (Jc1) 12961 mit Niepmann
Mutation in dem aktieven Giel3en, DE
Zentrum der Polymerase
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2.1.9 Nukleotide und Oligonukleotide

2.1.9.1 Nukleotide

Tabelle 2-9: Verwendete Nukleotide

Nukleotide Quelle
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs) Carl Roth
Ribonukleosid-Triphosphate (rNTPs) Carl Roth

2.1.9.2 RNA-Oligonukleotide

Tabelle 2-10: Verwendete RNA-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5-3") Quelle

miR-122 mat pUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG Biomers

miR-122* pAACGCCAUUAUCACACUAAAUA Biomers

NI-NI-20 AUGUACACGGAGUCGACCCAACGCGAp Biomers

NI-NI-19 AUGUACACGGAGUCGAGCUCAACCCGC Biomers
AACGCGAp

2.1.9.3 DNA-Oligonukleotide

Tabelle 2-11: Verwendete DNA-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (57-3") Quelle

mMiRNA Cloning rAppCTGTAGGCACCATCAAT — NH: NEB

Linker

Reverse PAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAA Biomers

Transkription GAGTGTAGATCTCGGTGGTCGC-(SpC18)-CACTCA-

RP (SpC18)-TTCAGACGTGTGCTC
TTCCGATCTATTGATGGTGCCTACAG

Universal PCR  AATGAACGGCGACCACCGAGATCTACACT NEB

Primer RP CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG ATC*T

Index Primer 2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB
ACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

Index Primer 4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB
TGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T
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Index Primer 5

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
CACTGTGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer 6

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
ATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer 7

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
GATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer 12

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
TACAAGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
13

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
TGITGACTGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
14

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
ACGGAACTGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
15

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
TCTGACATGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
16

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
GGACGGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
18

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
GTGCGGACGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
19

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
CGITTCACGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
20

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
AAGGCCACGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB

Index Primer
21

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
TCCGAAACGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

NEB
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Index Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB

22 TACGTACGGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

Index Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB

23 ATCCACTCGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

Index Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB

25 ATATCAGTGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

Index Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NEB

27 AAAGGAATGTGACTGGAGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGATC-s-T

Seltene- CATTACTCTTCGGCCTGCTCCTGCTTTT Biomers

Codons-mut-for CGTGGGGGTGGGCCTCTTCCTACTCCCCG

Seltene- CGGGGAGTAGGAAGAGGCCCACCCCCAC Biomers

Codons-mut- GAAAAGCAGGAGCAGGCCGAAGAGTAATG

rev

Seltene- CCGCAGATACTACCTGACCAGAGACCCAAC Biomers

Codons-for

Seltene- GGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAG Biomers

Codons-rev

S1-mut-for AATAGGGGCGAGACTACGCCATGAATCAC Biomers
TCCCCTG

S1-mut-rev GATTCATGGCGTAGTCTCGCCCCTATTAG Biomers
GGGCAG

S2-mut-for GCCATGAATCTATCCCCTGTGAGGAACTA Biomers
CTGTC

S2-mut-rev CCTCACAGGGGATAGATTCATGGCGGAGT Biomers
GTCGC

S1S2-for CTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA Biomers
AAGCGC

S1S2-rev GACAACGACTTTCGCCCACGCTCCCTGC Biomers
ATAGAG

S3-mut-for GCACACACTAGGTACTCTGCATAGCTAAC Biomers

TGTTCC
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S3-mut-rev CAGTTAGCTATGCAGAGTACCTAGTGTGT Biomers
GCCGCTC

S3-for CTCCAACCATATGGGTTCGCATGGTCCTA Biomers
ATGACAC

S3-rev CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACG Biomers
TCTAAG

GAPDH-for (RT GAGTCAACGGATTTGGT CGT Biomers

und gPCR)

GAPDH-rev GATCTCGCTCCTGGAAG ATG Biomers

(4PCR)

NS3-for (RT GTATGCCACGGCATTCAAG Biomers

und gPCR)

NS3-rev GATATAGGTCGACGGCTCCA Biomers

(QPCR)

2.1.10 GrolRen und Langenstandards

Tabelle 2-12: Verwendete GréRRen und Langenstandards

Standard Quelle

Hyper Ladder 1 kb Bioline

Hyper Ladder 25 bp Bioline

PAGE Ruler (prestained) Thermo Scientific
2.1.11 Bakterien

Tabelle 2-13: Verwendete Bakterien

Bakterium Beschreibung Quelle
Escherichia coli F- mcrA (mrr- hsdRMS- mcrBC) ®80lacZ Invitrogen
TOP10F’ AM15 lacX74 recAl araA139 A(ara-leu)

7697galU galK rpsL (StrR) endAl nupG




2.1.12
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Zelllinien

Tabelle 2-14: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle

Huh-7 Humane Hepatokarzinoma-Zelllinie: Sato Laboratorien,
Adhéarent wachsende Zelllinie, die urspriinglich Okayama University,
von einer humanen Biopsie stammt. Unter Japan
anderem tragen sie eine Mutation im p53 Gen.

Huh-7.5 Humane Hepatokarzinoma-Zelllinie: Rice Laboratorien,
Derivat von Huh-7-Zellen, aus welchen mit Hilfe Rockefeller
von Interferon ein HCV-Replikon eliminiert Universitat, NY, USA
wurde. Huh-7.5-Zellen lassen sich unter
anderem Aufgrund einer Mutation im RIG-I Gen
besonders gut mit HCV infizieren.

2.1.13 Kulturmedien

Tabelle 2-15: Verwendete Kulturmedien

Medium Zusammensetzung Quelle
Lennox Broth (LB)- Trypton 10 g/l Carl Roth
Medium Hefeextrakt 5 g/l

NaCl 5 g/l

Sterilisation durch Autoklavieren
LB-Platten 400 ml LB-Medium Carl Roth

2 % Bacto Agar
Sterilisation durch Autoklavieren

Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM),

Mit hohem Glukosegehalt
(4,5 g/l), L-Glutamine, Phenol

Life Technologies

high Glucose Rot
10 % DMEM DMEM
10 % Fetal Bovine Serum (FBS)
1 % Penicillin/Streptomycin
Kryomedium DMEM

20 % FBS
10 % DMSO
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Die Herstellung von chemisch-kompetenten Bakterien dient der Permeabilisierung der
Zellwand, was fur eine effektive Aufnahme der DNA im Rahmen einer Transformation notig
ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Calciumchlorid-Methode angewendet.

Zunachst wurden die E. coli Top 10F" Bakterien in 5 ml LB-Medium tberfuhrt und UN
bei 37°C auf dem Schuittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2,5 ml der Kultur in 250 ml
LB-Medium mit 20 mM MgSO4 gegeben und bis zu einer optischen Dichte (ODeoo) von ca.
0,6 weiter inkubiert. Anschliel3end wurden die Bakterien durch Zentrifugieren bei 4°C und
4.500 rpm 3 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in 100 ml
eiskaltem Transformations-Puffer 1 resuspendiert. Es folgte eine 20 min Inkubation auf Eis
sowie eine erneute Zentrifugation bei 4.500 rpm, 4°C fur 5 min. Das Pellet konnte
anschliel3end in 10 ml Transformations-Puffer 2 geldst und fir 30 min auf Eis inkubiert
werden. Die Zellen wurden aliquotiert und bei -40°C gelagert.

2.2.2 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung der kompetenten E. coli TOP10F erfolgte entweder auf LB-
Agarplatten oder in flissigem LB-Medium. Vor Gebrauch wurde das LB-Medium mit 3 pl/ml
Ampicillin-Stammlésung versetzt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank oder auf dem
Schuttelinkubator bei 30°C.

2.2.3 Transformation

Eine Transformation dient der Vervielfaltigung von Plasmid-DNA durch das gezielte
Einbringen von Nukleinséure in kompetente Bakterien. Fur diese Arbeit ist zum einen eine
schnelle Methode der Transformation zur Anwendung gekommen als auch die
Standardmethode.

2.2.3.1 Schnelle Transformation

Da die schnelle Transformation eine relativ niedrige Effizienz aufweist, wird sie nur bei
Transformationen mit bereits etablierten Plasmiden verwendet und nicht flr Ligations-
Reaktionen.

Zunéachst wurden die kompetenten E. coli TOP10F" auf Eis aufgetaut und 50 pl der
Bakterienlosung versetzt mit 1 pg Plasmid-DNA fir 15 min auf Eis inkubiert. Die Ansatze
konnten anschlie@end auf je einer halben, im Brutschrank aufgewarmten
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Selektiv-Agarplatte (Amp) ausplattiert und UN bei 30°C inkubiert werden. Durch den Einsatz
der Antibiotika konnten ausschlieB3lich die Bakterien mit aufgenommenen Plasmiden,
welche ein Resistenzgen beinhalten, wachsen.

2.2.3.2 Standard Transformation

Die Standard Transformation weist eine hohere Effizienz als die schnelle
Transformation auf und wird deshalb fiir das Einbringen von neu ligierter Plasmid-DNA in
Bakterien verwendet.

Das Auftauen der kompetenten E. coli TOP10F erfolgte auf Eis. Danach wurden
100 pl der Bakterienlosung mit 10 pl des Ligationsansatzes gemischt. Nach 30 min
Inkubation auf Eis konnten die Bakterien 30 s bei 42°C hitzegeschockt werden.
AnschlieRend erfolgte eine 1 min Abkuhlung auf Eis. 1 ml Medium wurde zugegeben und
die TOP10F 1 h bei 30°C auf dem Heizblock geschittelt. Die Bakterien wurden bei
3.500 rpm ab zentrifugiert, 900 pl Uberstand abgenommen, der Rest resuspendiert und
100 ul der Losung auf eine LB-Selektions-Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei
30°C UN.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Innerhalb dieser Arbeit wurden die Zelllinien Huh-7 und Huh-7.5 verwendet. Huh-7 ist
eine adharent wachsende humane Hepatokarzinoma-Zelllinie, welche urspriinglich aus
einer Leberbiopsie stammt. Bei Huh-7.5-Zellen handelt es sich um eine Linie, die durch die
Infektion von Huh-7-Zellen mit einem HCV-Replikon und anschliel3ender Heilung der Zellen
durch eine Interferon-Behandlung entstanden ist.

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C, hoher
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert. Als Medium kam DMEM mit 2 — 10 % FBS (abhangig
vom Experiment) zum Einsatz. In regelmafligem Abstand wurden die Zellen passagiert,
woflr zunachst das alte Medium abgenommen und anschlieRend mit 1 x PBS kurz
gewaschen wurde. Das Ablésen und Separieren der Zellen erfolgte mit 0,5 %
Trypsin/EDTA-LOsung. Anschlie3end wurden die Zellen in Verhaltnissen von 1:2 bis 1:20 in
Zellkulturflaschen ausgesat, mit Medium aufgefullt und weiter im Brutschrank gelagert. Fur
experimentelle Zwecke erfolgte die Z&hlung der Zellen (siehe 2.3.4), woraufhin diese in
definierten Mengen in Zellkulturflaschen, Schalen oder Wellplatten eingesetzt werden
konnten.
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2.3.2 Auftauen von Zellen

Fur die Kultivierung (2.3.1) war es erforderlich, die im flissigen Stickstoff
gelagerten Zellen aufzutauen. Dafur wurde zuné&chst ein Wasserbad (37°C) verwendet
und die Zellen danach in 10 ml vorgewarmtes DMEM mit 10 % FBS uberfthrt. Die
Inkubation erfolgte zunachst entweder direkt in einer 25 cm? Zellkulturflasche im
Brutschrank oder nach zentrifugieren (400 g fur 10 min) und waschen der Zellen mit
Medium. Nach ca. 6 h erfolgte ein Wechsel des Mediums. Sobald die Zellen tiber 90 %
Konfluenz aufwiesen, wurden sie in eine groRere Zellkulturflasche passagiert. Nach
zweiwdchiger Inkubation waren die Zellen bereit fiir die experimentelle Nutzung.

2.3.3 Einfrieren von Zellen

Um die Huh-Zelllinien zu erhalten, mussten mdglichst junge Passagen der in Kultur
gehaltenen Zellen erneut eingefroren werden. Hierfir wurde eine mit PBS gewaschen und
trypsinierte Zell-Suspension in ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, ein Teil zum Z&hlen
(2.3.4) abgenommen und bei 400 g 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen mit Kryomedium auf eine Konzentration von 1 x 107 Zellen/ml eingestellt. Je
1 ml wurde in Kryoréhrchen tberfihrt, diese in einen auf 4°C vorgekihlten Isopropanoltank
gegeben und bei -40°C (N eingefroren, so dass die Proben 1°C/min abkihlen konnten. Am
darauf folgenden Tag konnten die Zellen in den Stickstofftank bei -196°C umgelagert
werden. Es war darauf zu achten, dass die Lagerung nur in der Gasphase und nicht in der
Flussigphase erfolgte, damit kein Stickstoff in die Réhrchen lauft und sie beim Auftauen zum
Explodieren bringt. AuRerdem vermeidet die Lagerung in der Gasphase die Kontamination
mit eventuell in der Flussigphase schwimmenden Bakterien.

2.3.4 Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer

Um Zellen in einer definierten Menge einsetzen zu kdnnen, erfolgte die Zahlung mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Die Kammer besteht aus vier GroRquadraten mit einem
Volumen von je 0,1 pl. Ein GroR3quadrat ist wiederum in 16 Kleinquadrate eingeteilt. Zur
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde die Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau
verdinnt. Nach Befestigung des Deckglases auf der Zéahlkammer wurde diese mit 10 pl
Probe gefillt und die lebenden Zellen in den vier Grol3quadraten gezahlt. Die Zellzahl liel3
sich mit der folgenden Formel berechnen:

Zellen/ml = Mittelwert der Zellzahl in den GroRquadraten x 10* X Verdiimnungsfaktor
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2.3.5 Transfektion

Die Transfektion dient dem Einbringen von RNA bzw. DNA in eukaryotische Zellen.
Grundsatzlich kann man zwischen transienter und stabiler Transfektion unterscheiden,
wobei im Rahmen dieser Arbeit ausschlieZlich mit der transienten Transfektion gearbeitet
wurde.

2.3.5.1 Transfektion mittels Lipofectamine 2000

Die Transfektion mittels Lipofectamine ist eine chemisch basierte Methode, bei der
Nukleinsduren Uber Liposomen in Zellen eingebracht werden kénnen. Dabei bilden die
positiv geladenen Liposomen Komplexe mit der negativ geladenen Nukleinsdure und
kénnen anschlieRend mit der ebenfalls negativ geladenen Plasmamembran verschmelzen.

Am Tag vor der Transfektion wurden pro 6 Well 2,5 x 10° Zellen ausgeséat, wobei die
Menge bei anderen Zellkulturschalen entsprechend angepasst werden konnte. Fir die
Lipofektion wurden zwei separate Ansatze pro zu transfizierender Probe angesetzt. Ein
Ansatz enthielt die RNA (0,3 pmol/6 Well) in DMEM (0 % FBS) und der andere
Lipofectamine 2000 (3 pl Lipofectamine/l1 pg RNA). Nach einer 5 min Inkubation bei RT
wurden die Ansatze vereinigt, grindlich gevortext und weitere 15 min bei RT inkubiert.
Anschlieend konnten die Proben auf die jeweiligen Zellen gegeben werden.

2.3.5.2 Transfektion mittels Elektroporation

Bei einer Elektroporation wird die Zellmembran der Zielzellen durch einen elektrischen
Impuls permeabilisiert, wobei Nukleinsauren durch Elektrotransfer in die Zellen eindringen
kénnen. Dies erméglicht die Transfektion zu einem genau definierten Zeitpunkt.

Zunachst wurden die Huh-Zellen trypsiniert, wieder in Medium aufgenommen und
5 min bei 800 g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes konnte das Zellpellet
in PBS resuspendiert und die Zellen mit Hilfe einer Zahlkammer gezahlt werden (2.3.4). Pro
Elektroporation wurden 4 x 10° Zellen benétigt. Die entsprechende Menge an
Zellsuspension musste wie zuvor zentrifugiert und die Zellen auf 1 x 107 Zellen/ml Zytomix
mit Glutathion und ATP eingestellt werden. 400 ul der Suspension wurden mit der zu
transfizierenden Nukleinsdure (2,5 pmol) gemischt, in eine 4 mm Elektroporationskivette
Uberfiihrt und bei 270 V fir 20 ms mit einem Square Wave Pulse elektroporiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in 12 ml 10 % DMEM Uuberfuhrt und resuspendiert. Pro
6 Well wurden 3,5 x 10° Zellen ausgesat, wobei die Menge bei anderen Zellkulturschalen
entsprechend angepasst werden konnte. Nach 6 — 8 h Inkubation bei 37°C erfolgte ein
Wechsel des Mediums, um abgestorbene Zellen zu entfernen.
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2.4 Virologische Methoden

2.4.1 Produktion und Gewinnung extrazellularer viraler Partikel

Zur Ernte der extrazellularen HCV-Partikel wurde der Zellkulturiberstand von zuvor
mit HCV-RNA transfizierten Zellen mit Hilfe einer Ultracel Membran konzentriert und von
niedermolekularen Bestandteilen gereinigt. Das verwendete Medium war 2%iges DMEM
ohne Phenolrot. Die Gewinnung der Viren erfolgte frilhestens 6 d nach Transfektion in
Huh-7.5-Zellen.

Zunachst wurde der Zelluberstand abgenommen und Zelltriummer bei 1.000 g in
einem Ausschwingrotor fir 10 min ab zentrifugiert. Die virusproduzierenden Zellen wurden
entweder gesplittet oder direkt mit frischem Medium im Brutschrank weiter inkubiert, um
3 bis 5 Tage spater erneut virale Partikel zu gewinnen. Der zentrifugierte Uberstand wurde
anschlieend mit Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten nach Herstellerangaben
20 — 200 x konzentriert. Durch die Wahl einer Molekulargewichtsabscheidegrenze von
100 kDa wurde die Menge an immunstimulierenden Substanzen wie z. B. Interferone im
Uberstand reduziert. Der konzentrierte Uberstand wurde direkt verwendet oder fur spatere
Infektionsexperimente bei -80°C gelagert.

2.4.2 Infektion von Zellen

Einen Tag vor der Infektion musste eine definierte Menge an Huh-7- bzw. Huh-
7.5-Zellen ausgesat werden, wobei die verwendeten Kulturbehélter je nach Experiment
variierten. Der gereinigte und konzentrierte infektiose Uberstand (2.4.1) wurde entweder
unverdinnt oder in Verdinnungsreihen (mit 0 % DMEM) auf die Zellen gegeben. Nach
1 — 4 h Inkubation bei 37°C im Brutschrank erfolgte ein Austausch des Mediums gegen
frisches 2 %iges DMEM. Eine nicht infizierte Probe ("Mock") wurde stets als Negativkontrolle
mitgefuihrt. Fir einige Experimente wurde auch der nicht infizierte Uberstand konzenriert
und als Kontrolle auf die Zellen gegeben.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Arbeiten mit DNA und RNA

2.5.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels Qubit®

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde ein Qubit® verwendet. Die
Messmethode des Gerates beruht auf der Detektion von Fluoreszenz, welche von einem
Farbstoff emittiert wird, wenn dieser an das jeweilige Zielmolekil bindet. Je nach zu
messender Nukleinsaure werden verschiedene Assay Kits eingesetzt. Die Durchfiihrung der
Messung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht es, Nukleinsauren ihrer Grof3e nach zu
trennen. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass DNA- und RNA-Molekule aufgrund ihres
Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladen sind und somit entlang eines elektrischen
Feldes in Richtung Anode durch das Gel wandern. Durch die verwendete Konzentration der
Agarose kann die Vernetzungsdichte beeinflusst werden und somit die Geschwindigkeit, mit
der sich die verschieden grof3en Nukleinsauren, abh&ngig von ihrem Molekulargewicht und
ihrer Struktur, durch die Matrix bewegen.

Je nach aufzutrennender FragmentgréRe wurde die Agarose in 1 x TAE- oder TBE-
Puffer in der Mikrowelle so geldst, dass eine Konzentration von 0,8 — 2 % vorlag. Nach
kurzer Abkuhlzeit wurde die Losung in einen Gelschlitten mit passendem Kamm gegossen.
Vor dem Laden der Proben auf das Gel mussten diese mit Ladepuffer versetzt werden. Zum
Abschatzen der Laufhdhe der Proben ist der Ladepuffer mit Bromphenolblau und
Xylencyanol angesetzt. Zudem wurde zur genaueren GréRenbestimmung der Nukleinsaure-
Banden ein passender Marker auf die Gele aufgetragen. Die angelegte Spannung variierte
zwischen 90 und 120 V. Nach Beendigung des Laufes wurden die analytischen Gele in einer
Ethidiumbromidlésung (1:10.000 in 1 x TAE) fur 5 — 20 min inkubiert und die Banden mit
Hilfe der GelDoc unter UV-Licht detektiert. Zum Schutz der Nukleinsauren vor der UV-
Strahlung wurden praparative Gele mit SYBR™ Gold (1:10.000) 30 min im Dunkeln auf
einem Kippschdittler inkubiert und die Banden mit Hilfe eines Blaulicht-llluminators sichtbar
gemacht.
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2.5.1.3 Extraktion aus Agarosegelen

Um mittels Agarose-Gelelektrophorese gezielt Nukleinsdure-Fragmente zu gewinnen,
wurden diese mit Hilfe des Blaulicht-llluminators detektiert und die gewilinschten Banden mit
einem Skalpell ausgeschnitten. Die anschlieBende Reinigung der DNA bzw. RNA erfolgte
mit dem ,GendJet Gel Extraction Kit* nach Anleitung des Herstellers (Thermo Scientific).

2.5.1.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese dient, wie die Agarose-Elektrophorese,
der Auftrennung von Nukleinsauren. Da PAA hoher konzentriert werden kann, kommt sie
vor allem bei der Verwendung von kleinen Fragmenten zum Einsatz. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden 6 — 15 %ige Gele verwendet. Neben Bisacrylamid (19:1) enthielten RNA-Gele
7 M Harnstoff, um die Nukleinsauren zu denaturieren. Als Laufpuffer diente 1 x TBE.

Die Gele wurden zwischen zwei in Gelgief3standern fest eingespannte Glasscheiben
gegossen. Die Polymerisierung erfolgte durch die Zugabe von N,N,N‘,N‘-
Tetramethylendiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS). Die Proben wurden mit
Ladepuffer versetzt, wobei fur eine denaturierende Elektrophorese Formamid (FA)-Puffer
verwendet wurde. Zur GrélRenbestimmung lief zusétzlich ein Marker mit. Die angelegte
Spannung variierte zwischen 100 und 200 V. Die Detektion der Banden erfolgte wie bei der
Agarose-Gelelektrophorese beschrieben (2.5.1.2).

2.5.1.5 Phenol-Chloroform Extraktion

Um Nukleinsaureldsungen von unerwiinschten Proteinen zu reinigen, kann eine
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefuhrt werden. Hierzu musste zunachst die zu
saubernde Losung auf mindestens 200 pl mit ddH.O aufgefillt und anschlieend mit
1 Volumen Phenol ergéanzt werden. Die Probe wurde ca. 10 s gevortext, wodurch sich das
Phenol verteilt und die Proteine denaturieren. Nach einer 3 min Zentrifugation bei
13.000 rpm wurde die wassrige Phase, in welcher die Nukleinséduren vorliegen, in ein neues
Reaktionsgefal® tberfuhrt und mit einer 1:1 Phenol/Chloroform Mischung versetzt. Nach
erneutem Vortexen, Zentrifugieren und Uberfilhrung der wéssrigen Phasen konnte der
Schritt mit reinem Chloroform wiederholt werden, um Reste des Phenols zu entfernen.
AnschlieRend folgte die Prazipitation der Nukleinsduren (2.5.1.6).

Um Verluste zu verringern, wurde die Nukleinsédurelosung alternativ auf mindestens
400 ul aufgefillt, mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol gevortext und in Phase
Lock Gel Heavy Rohrchen Uberfiihrt. Die ReaktionsgefafRe wurden anschlieRend fir 5 min
bei RT und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, wodurch sich die Gelmatrix zwischen
die wassrige und organische Phase legt. Die obere wassrige Phase, in der sich die
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Nukleinsduren befinden, kann anschlieRend in ein neues Reaktionsgefal? Uberfiihrt und
prazipitiert werden.

2.5.1.6 Prazipitation von Nukleinsauren

Die Prazipitation oder Fallung von DNA und RNA dient der Konzentrierung und
Reinigung der Nukleinsduren. Durch die Zugabe von saurem Salz werden die
Nukleinsduren ungeladen, wodurch sich ihre L&slichkeit verringert und sie in Alkohol
ausfallen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Fallung mit Ethanol oder Isopropanol. Fir die
Ethanolprazipitation wurde zu der behandelnden L6sung zunachst 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat hinzugefiigt und anschlieBend mit 2,5-fachem Volumen 100 % Ethanol
gemischt, sodass eine Endkonzentration von 70 % Ethanol vorlag. Alternativ konnte anstelle
von Ethanol 1 Volumen Isopropanol verwendet werden. Bei sehr geringen Mengen an RNA
wurde zudem 1 pl GlycoBlue™ zugegeben. Das Féllen erfolgte fir mindestens 1 h und
maximal UN bei -20°C im Gefrierschrank. Die Resuspension der Nukleinsaure erfolgte nach
einer 20 min Zentrifugation bei 14.000 rpm, zweimaligem Waschen mit 70 %igem Ethanol
und sorgféltiger Entfernung ethanolischer Flussigkeitsreste in der gewiinschten Menge
wassriger Flussigkeit.

2.5.2 Arbeiten mit DNA

2.5.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Ziel einer Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist die
in vitro Amplifikation eines gewulnschten Nukleinsaure-Fragmentes. Unter geeignet
gepufferten Bedingungen werden, neben der Ausgangs-DNA (Template), zwei die
Zielsequenz flankierende DNA-Oligonukleotide (Primer), Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs) sowie eine hitzestabile DNA-Polymerase als synthetisierendes Enzym eingesetzt.
Eine PCR besteht aus mehreren Zyklen, die sich aus den Phasen Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation zusammensetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Thermocycler ,TProfessional® und
.11 Thermocycler* von Biometra verwendet. Es wurden die nachfolgend
zusammengefassten Komponenten und Parameter fir einen Standard-PCR-Ansatz
verwendet.
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Tabelle 2-16: Fur eine PCR verwendeten Komponenten und Parameter

Eingesetzte Menge Komponente
200 ng DNA-Template
10 yIl 5 x OneTaq Reaction Buffer
1ul 10 mM dNTPs
1l 100 pmol/ul Primer 1

1l 100 pmol/ul Primer 2

1pul OneTag Polymerase
Xl H20

50 uI  Gesamtvolumen

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 7 min

Zyklische Denaturierung 95°C 10s

Zyklische Hybridisierung Primer T, -5°C 30s 30 x
Zyklische Elongation 68°C 30 s/500 bp

Finale Elongation 68°C 7 min

Fur praparative PCRs wurde das Gesamtvolumen auf das Zehnfache erhoht.

2.5.2.2 Mutagenese-PCR

Eine Mutagenese-PCR wird durchgefihrt, um mit Hilfe von spezifischen Primern
Nukleotide eines DNA-Abschnittes auszutauschen, einzufiigen oder zu deletieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die sogenannte ,Overlap-Extension-PCR" eingesetzt. Dafir
werden pro Mutagenese drei PCR-Reaktionen bendétigt. Fir die ersten beiden wird je ein
flankierender und ein mutagener Primer verwendet. So entstehen zwei Fragmente, die an
der mutierten Stelle Gberlappen. In der dritten PCR werden die zwei entstandenen PCR-
Fragmente mit Hilfe der flankierenden Primer fusioniert (siehe Abbildung 2-1). Der Vortell
dieser Methode ist, dass kurze mutierte PCR-Produkte entstehen, welche direkt zur
Klonierung eingesetzt werden kénnen.
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schnittstelle 1 schnittstelle 2

5 3
zu mutierende
Sequenz

Primer 3 mit
mutierter Sequenz Primer 4

<N _ -—
. O i -
—_—

Primer 1 Primer 2 mit

mutierter Sequenz

PCR (Primer 1 + 3) l l PCR (Primer 2 + 4)

1 8 8 -

l PCR (Primer1 + 4)

1 8 1

mutierte Sequenz

l

Klonierung

Abbildung 2-1: Methode der Mutagenese-PCR (Overlap-Extension-PCR). Drei PCR-
Reaktionen werden zur Mutagenese benétigt, wobei bei den ersten beiden je ein
flankierender und ein mutagener Primer verwendet wird. In der dritten PCR werden die
zwei entstandenen PCR-Fragmente mit Hilfe der flankierenden Primer (1 + 4) fusioniert.

Der Ansatz erfolgte wie bei der Standard-PCR (2.5.2.1), mit dem Unterschied, dass
anstelle der OneTag Polymerase die Phusion oder Q5-Polymerase verwendet wurde. Diese
Polymerasen sind zum einen schneller als die konventionelle Tag-Polymerase und, was
entscheidend ist, sie weisen eine sehr viel niedrigere Fehlerrate auf, da sie eine 3°-5
Exonukleaseaktivitt enthalten.
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2.5.2.3 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau dient der gezielten Fragmentierung von DNA. Hierfur werden
Endonukleasen eingesetzt, welche die Nukleinsaure an spezifischen
Erkennungssequenzen schneiden. Es lasst sich generell ein praparativer von einem
analytischen Restriktionsverdau unterscheiden. Der préparative Verdau wird vor allem bei
Klonierungen eingesetzt, da sich einzelne Fragmente anschlieend isolieren und neu
kombiniert wieder gezielt ligieren lassen. Dazu werden Vektor und Inserts mit den gleichen
oder kompatiblen Endonukleasen geschnitten. Der analytische Verdau dient vor allem der
Langenkontrolle von préparierten Plasmiden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden jeweils mit den
dazugehdérigen Puffern nach Angaben des Herstellers NEB verwendet.

2.5.2.4 Dephosphorylierung

Zur Verhinderung der Religation eines Vektors bei der Klonierung wird nach einer
Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme eine Antarctic Phosphatase eingesetzt, um den
5’- Phosphatrest der DNA zu entfernen. Die Inkubation erfolgte mit 1 U Phosphatase/ug
DNA 1 h bei 37°C. Diese Dephosphorylierung verhindert die Selbst-Ligation der Vektor-
Enden in cis, wohingegen die teilweise Ligation mit Fragmenten, die 5"-Phosphate tragen,
moglich ist und dann in den Bakterien nach Reparatur vervollstandigt wird.

2.5.2.,5 Ligation

Eine Ligation dient der gezielten Verknipfung von DNA-Fragmenten. Hierfur wird das
Enzym T4 DNA Ligase eingesetzt, welches unter ATP-Verbrauch eine
Phosphodiesterbindung zwischen der 5 -Phosphatgruppe und der endstandigen 3"-OH-
Gruppe herstellt.

Um ein molares Verhéltnis von 1:4 zwischen Vektor und Inserts einstellen zu kdénnen,
wurden zunéchst alle Konzentrationen der Fragmente am Qubit® gemessen (2.5.1.1). Die
Berechnung der einzusetzenden Menge erfolgte mit folgender Formel:

4 x (Vektor (ng) X Grofe des Inserts(kb))
Grofde des Vektors (kb)

Insert (ng) =

Fur den Ligationsansatz wurde mindestens 1 ul pro Nukleinsaure-Ldsung verwendet
sowie 1 pl T4 DNA Ligase und 2 pl 10 x Puffer pro 20 pl Gesamtansatz. Aufgefullt wurde
mit ddH.O. Die Ligation erfolgte UN bei 14°C im Schittelinkubator, gefolgt von der
Transformation in E. coli Zellen (2.2.3.2).
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2.5.2.6 Plasmid-Praparation

Eine Plasmid-Praparation dient der Isolierung gereinigter Plasmid-DNA aus zuvor
transformierten Bakterien. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das ,,GenJet Plasmid Miniprep*
sowie das ,GendJet Plasmid Maxiprep“ Kit nach Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip
der Kits beruht auf der alkalischen Lyse. Mithilfe der ersten Losung werden die Bakterien
resuspendiert und eine isotonische Umgebung geschaffen. Danach werden durch
beigesetztes SDS und NaOH die Zellen lysiert, die Proteine denaturiert und die
doppelstrangige DNA dissoziiert. Durch die Neutralisierung des alkalischen Milieus wird die
genomische DNA von der Plasmid-DNA getrennt. Dies ist moglich, da die relativ kleine
Plasmid-DNA schneller renaturieren kann als die chromosomale DNA, dadurch nicht
irregular verklumpt und somit auch nach dem Zentrifugieren im Uberstand verbleibt.

Fur die kleine Praparation ("Mini") wurden 4 ml Bakterienkultur und fir eine grol3e
Praparation ("Maxi") 250 ml Bakterienkultur verwendet (2.2.2).

2.5.2.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Uberpriifung einer eingefilhrten Mutation oder einer erfolgreichen Klonierung
wurde die isolierte Plasmid-DNA sequenziert. Hierflir wurden 100 ng/pl DNA in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald in 12 pl an die Firma SeglLab gesendet, welche die Sequenzierung
tbernahm. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des BioEdit-Programms und
einem Alignment an die gewlnschte Plasmidsequenz mit ,,Clustal Omega“.

2.5.3 Arbeiten mit RNA

RNasen sind nicht wie andere Enzyme durch Autoklavieren vollstandig zu inaktivieren.
Aus diesem Grund muss bedacht und unter Verwendung von speziell préaparierten
Reagenzien und Materialien gearbeitet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei RNA-
Arbeiten ausschlie3lich RNAse-freie Chemikalien und Losungen verwendet. Glaswaren und
Spatel wurden bei 280°C Uber 8 h gebacken und Plastikware UGN in einer 0,1 M NaOH /
1 mM EDTA inkubiert. Zudem wurden Nuklease-freie Filter-Pipettenspitzen verwendet.

2.5.3.1 Transkription (in vitro)

Das verwendete HCV-Jcl [257] und seine Derivate (Wt und Mutanten, ~9,7 kb)
wurden in vitro transkribiert. Hierfir wurde die T7-RNA-Polymerase, welche urspriinglich
aus dem E. coli befallenden Phagen T7 stammt, verwendet.

Die Polymerase bendétigt zur Initiation der Transkription die Promotorsequenz
TAATACGACTCACTATA, welche sich auf den verwendeten Plasmiden direkt vor dem
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ersten Nukleotid der HCV-Sequenz befindet. Um ein moglichst exaktes Ende der RNA zu
generieren, befinden sich auf den Plasmiden in direktem Anschluss an das Genom ein HDV-
Ribozym, sowie der T7-Terminator. Zur Sicherheit wurden die Plasmide vor der
Transkription zusatzlich linearisiert, unter Einsatz von Phenol/Chloroform gereinigt und mit
Ethanol prazipitiert (2.5.1.5, 2.5.1.6). Die Schnittstelle befindet sich im Anschluss an den
Terminator.

Der Transkriptionsansatz setzte sich folgendermalRen zusammen:

Tabelle 2-17: Zusammensetzung des verwendeten Transkriptionsansatzes

Komponente Stammldsung Endkonzentration
Transkriptionspuffer 10 x 1x

INTPs 25 mM 3750 uM

DTT 100 mM 10 mM

DNA Template 25 ng/ul
T7-Polymerase 50000 U/ml 1 U/l

MgCl, 25 mM 5mM

Je nach Bedarf wurden 50 — 400 ul Transkritpionsreaktion angesetzt, aliquotiert und
bei 37°C inkubiert. Nach 2 h wurden nochmals 0,5 U/ul Polymerase hinzugefigt und fur
weitere 3 h bei 37°C inkubiert. Es folgte ein DNase I-Verdau (2.5.3.2), die Reinigung der
RNA (2.5.3.3) und Kontrolle Uiber ein Agarosegel (2.5.1.2).

2.5.3.2 DNase I-Verdau

Um Template-DNA in einem Transkriptionsansatz zu verdauen, wird diese mit DNase |
verdaut. Hierfir wurde DNase | Reaktionspuffer sowie 0,1 U/ul Enzym zu der fertigen
Transkription gegeben und 1 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

2.5.3.3 Reinigung der RNA

Die Reinigung der synthetisierten RNA erfolgt entweder unter Einsatz des ,Genedet
RNA Cleanup and Concentration Micro Kit“, tber Phenol-Chloroform Extraktion (2.5.1.5)
und Prazipitation oder Uiber eine denaturierende PAA-Gelelektrophorese (2.5.1.4).

2.5.3.4 Hybridisierung von miR

Um biologisch aktive miRs in Zellen einzubringen, missen diese flr die Transfektion
als partieller Doppelstrang vorliegen. Hierfir wurden die zwei Einzelstrange (sense und
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antisense) in aquimolaren Mengen gemischt und zunéchst in einem Thermocycler auf 90°C
erhitzt. AnschlieRend wurde die Temperatur um 1°C pro Minute bis auf 4°C reduziert. Die
entstandenen Duplexe konnten direkt verwendet oder bei -20°C gelagert werden.

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Nachweis von Proteinen mittels Fluoreszenzmikroskopie

2.6.1.1 Aussaen und Fixieren der Zellen fiur die Fluoreszenzmikroskopie

Um Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop analysieren zu kénnen mussten diese
zunachst auf Deckglaschen ausgesat und fixiert werden.

Die Huh-Zellen fur die Mikroskopie wurden zunachst mit 1 x PBS gewaschen und
durch Zugabe von Trypsin/EDTA von der Flasche abgel6st (2.3.1). In dieser Zeit konnten
runde Deckglaschen zum Sterilisieren in 100 % Ethanol erhitzt und dann getrocknet werden.
Diese wurden in 12 Well-Platten vorgelegt, mit je 1 ml 1 x PBS gewaschen und anschlie3end
fir 10 min mit 0,01% Poly-L-Lysin (Molekllmasse: 30.000 — 70.000 Da) tberschichtet und
erneut gewaschen. Alternativ konnten die Zellen auch direkt in 24 oder 96 Well-Platten
ausgesat werden.

Zum Fixieren der Zellen musste zundchst das Medium abgenommen und die Zellen
mit 1 ml 1 x PBS gewaschen werden. Danach konnten sie durch Zugabe von je 1 ml 3 %
Paraformaldehyd fiir mindestens 20 min fixiert werden. Anschlieend wurden die Zellen
viermal 5 min mit je 1 ml eiskaltem PBS-Glycin gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte
durch die Zugabe von 500 pl kaltem Aceton und einer Inkubation von 10 min bei -20°C.
AnschlieRend wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS-Glycin gewaschen.

2.6.1.2 Farben von Zellen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Vor der Farbung der Zellen fur die Mikroskopie mussten diese zunéchst fir 10 min bei
RT mit einer 1 % BSA (Bovine Serum Albumin)-Lésung in PBST-Glycin geblockt werden,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Darauf folgend konnten die Zellen mit dem
NS3-Antikérper (1:500 in BSA-Blockierungsldsung) 1,5 h bei RT inkubiert werden. Nach
einem dreimaligen Waschschritt mit PBS-Glycin wurden sie 1 h bei RT mit dem sekundaren
Antikorper (Goat-anti-mouse IgG1, Alexa Fluor® 488, 1:200) inkubiert und anschlie3end
erneut grindlich mindestens 3 x mit PBS-Glycin gewaschen. Die finale Inkubation erfolgte
mit 1 ml DAPI-L6sung 1:2000 in PBS-Glycin fur 5 min bei RT. Es folgten drei weitere
Waschschritte. Am Ende wurden die gefarbten Zellen mit 13 pl Moviol (mit
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1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan versetzt) auf Objekitragern eingebettet oder direkt unter dem
Mikroskop betrachtet. Die Lagerung der Proben erfolgte im Dunkeln bei 4°C.

2.6.2 Nachweis von Proteinen mittels Western Blot

2.6.2.1 Lyse der Zellen

Die fur einen Western Blot in 12 Well-Platten ausgeséaten Zellen wurden vor dem
Lysieren zunachst mit 1 x PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit 130 pl
WB-Lysepuffer/Well fir 20 min bei 4°C. Um die Zelltrimmer aus der Suspension zu
entfernen, wurde die L6sung in ein Reaktionsgefald dberfihrt und 20 min bei max.
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand konnte danach in ein neues Reaktionsgefal
pipettiert und mit 130 pl 2 x PPPC gemischt werden. Die Suspension wurde 10 min bei 95°C
inkubiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.6.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die ,Sodium Dodecyl Sulfate“-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient
der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Zuvor werden die Proteine
noch durch Hitze und DTT, welches Disulfidbriicken reduziert, denaturiert. SDS ist ein
anionisches Detergens, welches sich an die Proteine anlagert und sie somit, in einem etwa
gleichméaRigen Ladungs-zu-Masse-Verhdltnis, negativ ladt und maskiert. Dadurch wird eine
Auftrennung mit Hilfe einer angelegten Spannung moglich. Die Gele bestehen aus
Polyacrylamid-Netzwerken, die durch die Polymerisierung von Acrylamid und Bisacrylamid
durch die Zugabe von TEMED und APS gebildet werden. Jedes Gel besteht aus zwei Teilen:
oben ein Sammelgel mit einer geringeren Acrylamidkonzentration und neutralem pH-Wert
zum Fokussieren der Proteine, wund darunter ein Trenngel mit hoherer
Acrylamidkonzentration und schwach alkalischen pH-Wert. Bei neutralem pH-Wert ist Glycin
wenig negativ geladen, nimmt die Proteine langsam in einer Front mit und fokussiert sie
dadurch in einer Bande im weitporigen Sammelgel, wohingegen das Glycin bei alkalischen
pH-Wert im Trenngel weitgehend negativ geladen ist und schnell die Proteine tGberholt, die
dann im dichteren Acrylamid nach ihrer GroR3e retardiert werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zusammensetzung der Gele ist der Tabelle
2-18 zu entnehmen.
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Tabelle 2-18: Zusammensetzung der SDS-Gele

Komponente Sammelgel (56 %) Trenngel (12 %)
40 % Bisacrylamid (29:1) 375 ul 1800 pl
Trizin-Gelpuffer 750 pl 2000 pl

Glycerol - 650 pl

H20 1842 pl 1484 pl

APS 30 ul 60 ul

TEMED 3ul 6 ul
Gesamtvolumen 3ml 6 ml

Die Gele wurden zwischen zuvor frisch gereinigte und in Gelgiel3standern fest
eingespannte Glasscheiben gegossen. Das zuerst hergestellte Trenngel wurde mit
Isopropanol Uberschichtet, um eine ebenmafige Oberflache zu erhalten. Nach der
Polymerisierung konnte das Sammelgel bis zum Rand der Glasplatten gegossen und ein
Kamm eingesetzt werden. Nach vollstandigem Ausharten wurde der Kamm entfernt und die
Gele in die SDS-Gelelektrophorese-Kammer uberfuhrt, welche mit SDS-Puffer gefullt
wurde. Die Proben wurden bei 95°C flir 10 min denaturiert und 20 pl zum Beladen der Gele
verwendet. Zur Kontrolle der ProteingréRen wurde zudem 4 ul eines Protein-
GrolRenstandards aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V.

2.6.2.3 Western Blot

Der Western Blot dient der Ubertragung von zuvor mittels SDS-PAGE (2.6.2.2)
aufgetrennten Proteinen aus dem Gel auf eine Membran, um sie anschlieRend
immunochemisch nachzuweisen. Mithilfe von elektrischem Strom und hydrophoben
Wechselwirkungen werden die Proteine an eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran
gebunden.

In dieser Arbeit kam das halbtrockene (engl. semi dry) Verfahren mit einem
horizontalen Aufbau zur Anwendung. Zunachst wurde die Membran 1 min in 100 %
Methanol eingelegt, um die Hydrophobie der Membran abzuschwéchen. Anschliel3end
wurden pro Blot zwei Filterpapiere, die Membran, das Gel (ohne Sammelgel) und zwei
weitere Filterpapiere kurz in Transferpuffer &quilibriert und in der eben genannten
Reihenfolge auf der sich unten befindenden Anode der Kammer aufgeschichtet. Dabei war
darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten befinden.
Nach Aufsetzen des Kathoden-Deckels wurde fir 1,5 h eine Spannung angelegt, die zu
einem Stromfluss von 42 mA pro Gel fuhrte.
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2.6.2.4 Immunochemie zur Detektion der Proteine

Zur spezifischen Detektion der Proteine auf einer PVDF-Membranen nach dem
Western Blot (2.6.2.3) erfolgte ein immunochemischer Nachweis.

Zunachst inkubierte die Membran 1 h bei RT oder UN bei 4°C in 5 % Milchpulver-
Blocklésung auf einem Schuttler. Die primaren a-NS3-, a-Core- und a-GAPDH-Antikorper
(AK) wurden in Blocklosung verdunnt (2.1.5) und 1 ml pro Gel auf die Membran gegeben.
Damit die Membran gleichmaf3ig mit Flissigkeit bedeckt war und um ein Austrocken zu
vermeiden, wurde diese in eine Plastikfolie gelegt. Nach 1,5 h Inkubation bei RT musste
3 x 10 min mit PBST gewaschen werden. 25 ml des ebenfalls in Blocklésung verdiinnten
sekundéaren Goat-anti-mouse IgG AK, welcher an eine Meerrettichperoxidase (engl.
horseradish peroxidase, HOR) gekoppelt ist, wurden auf die Membran gegeben und 1 h
unter Schuitteln bei RT inkubiert. Das Waschen mit PBST erfolgte wie nach den ersten AK.
Zur Detektion wurde das SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate Kit
nach Herstellerangaben verwendet. Nach 5 min Inkubation in einer Plastikfolie konnte das
Chemilumineszenz-Signal, das aufgrund der Umsetzung des Luminols aus der
Detektionslosung durch die Peroxidase entsteht, durch Auflegen von Réntgenfilmen auf die
Membran gemessen werden. Der Film wurde nach unterschiedlichen Belichtungszeiten mit
Entwickler- und Fixiererldsung behandelt.

2.7 Komplexe Methoden zur Analyse von RNA

2.7.1 Quantitative-Reverse-Transkriptase-PCR

Die Methode der Quantitativen-Reverse-Transkriptase-PCR (RT-gPCR) kombiniert
eine reverse Transkriptionsreaktion mit einer speziellen PCR zur Detektion von RNA.
Hierzu wird zunachst die Ziel-RNA durch eine reverse Transkriptase mit spezifischen oder
generellen Primern in cDNA umgeschrieben. Diese wird anschlieRend durch Messung eines
Fluoreszenzfarbstoffes in einer PCR quantifiziert.

2.7.1.1 Lyseder Zellen und Isolation der Gesamt-RNA

Die fur die gPCR in 12 Well-Platten ausgesaten Zellen wurden nach dem Waschen
mit 500 pl TRIzol™ LS bedeckt und fur 5 min bei RT inkubiert. TRIzol™ LS enthalt unter
anderem Guanidiniumisothiocyanat sowie saures Phenol, wodurch die Zellen lysieren und
sowohl die DNA als auch die Proteine von der wassrigen, RNA-haltigen Lésung abgetrennt
werden. AnschlieBend mussten die lysierten Zellen durch Auf- und Abpipettieren
homogenisiert und in ein Reaktionsgefald tberfihrt werden. Nach der Zugabe von 100 pl
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Chloroform wurden die Proben gevortext, 3 min bei RT inkubiert und 20 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase konnte daraufhin in ein neues Reaktionsgefar
Uberfuihrt werden und die RNA mit 250 pl Isopropanol und 1 pl GlycoBlue™ bei -20°C
prazipitiert werden. Nach einer 20 min Zentrifugation und 2 x Waschen mit 70 %-igem
Ethanol wurden die Nukleinsduren in 32 ul ddH.O resuspendiert. Die Entfernung der
restlichen DNA erfolgte anschlieRend mit 4 pl RQ1 Puffer und 4 pl RQ1 DNase und einer
Inkubation fur 30 min bei 37°C. Danach wurden 160 ul ddH-O hinzugefiigt, die RNA mit
Phenol/Chloroform gereinigt und mit 20 pul NaOAc, 500 ul 100%igem Ethanol sowie 1 pl
GlycoBlue™ prazipitiert. Nach dem Zentrifugieren und Waschen des Pellets wurde dieses
in 50 pl ddH20 gelost.

2.7.1.2 Reverse Transkription

Um die quantitative PCR durchzufuihren, muss die zu analysierende RNA zun&chst in
vitro spezifisch in cDNA umgeschrieben werden. Katalysiert wird die Reaktion von einer
Reversen Transkriptase, welche urspringlich in Retroviren vorkommt. Die eingesetzte
Transkriptase weist zusatzlich eine RNase H-Aktivitat auf. Dadurch wird gewdahrleistet, dass
bereits umgeschriebene RNA direkt abgebaut wird und nicht fir weitere Schritte zur
Verfligung steht, was die differentielle Quantifizierung der RNA verbessert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden spezifische gegen die NS3-Region des plus-
Stranges von HCV sowie gegen GAPDH gerichtete RT-Primer verwendet. Fir die RT wurde
das qScript™ Flex cDNA Kit von Quantabio verwendet. Die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes des ersten Schrittes der reversen Transkription ist in der Tabelle 2-19
zusammengefasst.

Tabelle 2-19: Zusammensetzung des RT-Ansatzes

Eingesetzte Menge Komponente
2 pI RNA-Probe
2,8 ul  ddH.0
0,4yl Primer (20 pM)
0,8 I  GSP Enhancer
6 ul  Gesamtvolumen

Fur die Hybridisierung der Primer an die Ziel-RNAs wurden die Reaktionsansatze in
einem Thermocycler innerhalb von 5 min von 65°C auf 42°C abgekiihlt. Anschliel3end
wurden je 0,4 pl Reverse Transkriptase sowie 1,6 pl Reaktionsmix zu den Ansatzen
gegeben. Es folgte die RT bei 42°C fir 30 bis 60 min, mit einer anschlielBenden Inaktivierung
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und Auflosung der Hybridisierung bei 85°C fur 5 min. Die Proben konnten nun bei -20°C
gelagert oder direkt fur die gPCR eingesetzt werden.

2.7.1.3 Quantitative PCR

Die gPCR dient der Detektion und Quantifizierung von Nukleinsauren. Die Methode
beruht auf der Standard PCR (2.5.2.1), wobei zusatzlich der Farbstoff SYBR Green
eingesetzt wird, welcher in dsDNA interkaliert und dann fluoresziert. Nach jedem Zyklus der
PCR wird das Fluoreszenz-Signal gemessen, wodurch auch die jeweils neu amplifizierte
DNA detektiert wird. Charakteristisch ist hierbei der detektierte sigmoidale Kurvenverlauf.
Der Zyklus, an dem das gemessene Signal die exponentielle Phase erreicht, ist der
sogenannte Schwellenwert Ct (engl. cycle threshold), an welchem das Hintergrundsignal
Uberschritten wird. Je geringer der ermittelte Ct-Wert ist, desto hdher ist dementsprechend
die Menge der eingesetzten cDNA. Zur Kontrolle wird zudem eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefihrt, um die Spezifitdt der Reaktion zu Gberprifen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das PerfeCTa® SYBER® Green FastMix® Kit von
VWR verwendet. Durch spezifische Primer wurde die NS3-codierende Region auf dem
+ssRNA HCV Genom sowie als Kontrolle die GAPDH-RNA detektiert. Die
Zusammensetzung der Reaktionen ist der Tabelle 2-20 zu entnehmen.

Tabelle 2-20: Zusammensetzung des qPCR Ansatzes

Eingesetzte Menge Komponente
2 Wl RT-Reaktion
10 I PerfeCTa SYBER Green FastMix (2x)
1,5l Primer 1 (20 uM)
1,5l Primer 2 (20 uM)
5ul ddH20O
20 uI  Gesamtvolumen

Die Messungen erfolgten in 96 Well-Platten und mit dem Eppendorf Mastercycler ep
realplex2 S. Die Proben wurden zunachst fir 2 min bei 95°C denaturiert, gefolgt von
40 Zyklen bestehend aus jeweils 15 s bei 95°C und 30 s bei 60°C.

2.7.1.4 Auswertung der qPCR

Um die Konzentration der zu Untersuchenden HCV-RNA berechnen zu koénnen,
musste zuné&chst die Amplifikationseffizienz (E) der Primer bestimmt werden. Dies erfolgte
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fur die verwendeten Primer durch Lyudmila Shalamova aus der AG Niepmann. Zur
Berechnung der RNA-Mengen (target) wurden entweder ein Referenzgen oder ein
Referenzzeitpunkt (ref) verwendet. Das relative Expressionsverhaltnis wird dabei mit
folgender Formel berechnet:

ACt Kontrolle—Probe
(Etarget) target( )

relatives Expressionsverhiltnis = E f)ACtref(Kontm”e_Pmbe)
re

2.7.2 Ribosome Profiling Methode

Die Methode des Ribosome Profiling (RP) ermdglicht eine quantitative und
genomweite Momentaufnahme der in vivo Genexpression. Sie basiert auf der
Sequenzierung von Ribosom-geschitzten RNA Fragmenten (engl. ribosome protected
fragements, "RF") und zusatzlich der gesamten RNA (Transkriptome, "TR"). So kdnnen
Veranderungen in der Proteinsynthese durch trankriptionelle und/oder translationelle
Regulation untersucht werden, unter der Annahme, dass die Anzahl Ribosomen-
geschitzter RNA-Fragmente durchschnittlich betrachtet ein Mal3 fir die Translations-
Aktivitdt der RNA ist. Zudem ist es mdoglich, neue offene Leserahmen zu entdecken
beziehungsweise die Start- und Stopp-Stellen bereits annotierter Gene zu Uberarbeiten. Die
angewendete Methode basiert auf einem von Ingolia et al. publizierten Protokoll. Eine
Ubersicht tber den experimentellen Ablauf ist der Abbildung 2-2 zu entnehmen. Nach dem
Aussaen und der Transfektion von Zellen (2.7.2.1) werden diese unter Bedingungen, welche
die Ribosomen in ihren in vivo Positionen einfrieren, lysiert (2.7.2.3). Ein Teil des Lysates
wird mit RNasen behandelt (2.7.2.4) und die von Monosomen gebundenen RNA-Fragmente
durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert (2.7.2.5). An die RNA-Fragmente
konnen nun Linker ligiert werden, welche als Primer fur die reverse Transkription dienen
(2.7.2.9, 2.7.2.11). Die so entstandene cDNA wird zirkularisiert, wodurch eine zweite
Primersequenz entsteht (2.7.2.13). Nach einem rRNA-Depletionsschritt (2.7.2.14) sowie
PCR Amplifikationen kdnnen die Proben sequenziert werden (2.7.2.15 — 2.7.2.19). Auf die
einzelnen Schritte soll im Folgenden genauer eingegangen werden.
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Abbildung 2-2: Ubersicht iiber die angewendete Ribosome Profiling Methode

2.7.2.1 Aussaen und Transfektion der Zellen

Fur die erste Runde des Ribosome Profiling wurden 80 — 90 % konfluente
Zellkulturflaschen (175 cm?) mit je 5 pg anti-miR-122-LNA oder 0,5 pg miR-122 mit
Lipofektamine 2000 transfiziert (2.3.5.1). 24 h spater folgte die Elektroporation (2.3.5.2) mit
oder ohne 8 pg HCV-RNA, sowie 1,25 pg anti-miR-122-LNA oder 0,125 pg miR-122. Pro
Probe wurden die 12 mlin zwei 15 cm Schalen fur die Gewinnung der RF, eine 10 cm Schale
fur die TR, sowie ein 6 Well und ein 12 Well fir Western Blot- und RT-gPCR-Kontrollen
aufgeteilt. Drei Tage nach der Elektroporation folgte eine weitere Lipofektion mit 9 ug LNA
oder 1,5 pg miR-122.

Fir die zweite Runde des Ribosome Profiling mussten zunachst je 7,6 x 10° Huh-7.5-
Zellen in 15 cm Zellkulturschalen ausgesat werden, wobei pro Probe drei Schalen
verwendet wurden. Zusatzliche Schalen wurden fur die Kontrollen verwendet. Einen Tag
spater erfolgte die Transfektion mit viralen Genomen und miR-122 bzw. anti-miR-122-LNAs.
Hierfir wurde Lipofectamine 2000 verwendet (siehe 2.3.5.1). Drei Tage nach der ersten
Transfektion erfolgte eine zweite. Die jeweils eingesetzten RNA-Mengen sind in der Tabelle
2-21 zusammengefasst.
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Tabelle 2-21: Transfizierte RNA fir die Ribosome Profiling Methode

Probe RNA Transfektion 1 Transfektion 2
[ug/15 cm Schale] [Lg/15 cm Schale]
HCV HCV wt 5 0
miR-122 0,5 15
miR-122 miR-122 0,5 15
Anti-miR-LNA | LNA 3 9

Sechs Tage nach der ersten Transfektion wurden die Zellen lysiert.

2.7.2.2 Vorbereitung der Sucrosegradienten

Am Tag der Zelllyse mussten zunachst die Sucrosegradienten fir die
Dichtegradientenzentrifugation vorbereitet werden. Hierzu wurden als Erstes die
Zentrifugenrohrchen (14 x 89 mm) mit Hilfe von Parafilm in vertikaler Position fest an einem
Stander fixiert und die 60 und 10 %ige Sucroseldésung mit 1 mM DTT sowie 100 pg/mi
Cycloheximid versetzt. Nun konnten die 5 ml der 60 % Ldsung im Roéhrchen vorsichtig
tropfenweise mit der 10 % LOsung Uberschichtet werden. Die gefiiliten Réhrchen wurden
anschliel3end mit mindestens zwei Schichten Parafilm verschlossen und sehr langsam in
eine horizontale Position gebracht. Nach 4 h konnten die Ro6hrchen vorsichtig wieder
aufgerichtet und direkt verwendet werden. Durch die leichten Verwirbelungen und die
Diffusion der Sucrose wahrend dieser Prozedur kdnnen auf einfache Weise und mit sehr
gut reproduzierbarer Qualitat kontinuierliche Sucrosegradienten hergestellt werden.

2.7.2.3 Zelllyse

Der eigentliche Versuch beginnt mit der Lyse der Zellen. Dies muss unter
Bedingungen erfolgen, die dafiir sorgen, dass die translatierenden Ribosomen an ihrer
momentanen Position auf der RNA fixiert werden. Hierfir wird der Translationshemmer
Cycloheximid eingesetzt. Dieser Wirkstoff bindet nahe der E-Stelle der Ribosomen und
blockiert das Verlassen der tRNAs aus einer besetzten oder unbesetzten Exit-Stelle,
wodurch es zu einer Elongationsinhibition sowohl bei allen Elongationsschritten als auch
schon direkt nach der Initiation der Translation kommt.

Die in den 15 cm Schalen ausgeséten Zellen wurden fir die Lyse zunachst auf Eis
platziert und das Medium entfernt. AnschlieRend wurden sie mit 10 ml PBS, welches mit
10 pl Cycloheximid-Lésung (100 mg/ml) versetzt war, gewaschen. Nach der Abnahme des
PBS erfolgte die Lyse mit 500 pl Polysomen-Lysepuffer, 5 pl TURBO DNase und 0,5 pl
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Cycloheximid pro Platte. Mit Hilfe eines Zellschabers konnte das Lysat vollstandig in ein
Reaktionsgefald Uberfihrt und 10 min auf Eis inkubiert werden. Es folgte ein 10 min
Zentrifugationsschritt  zur Entfernung der Zelltrimmer bei 4°C mit maximaler
Geschwindigkeit. Der Uberstand wurde in drei neue ReaktionsgefalRe verteilt: 1000 pl fiir
die RNase-Behandlung (RF), 800 pl fur die komplette RNA (TR) und der Rest fur die
Polysomen-Kontrolle. Die Proben fur die komplette RNA wurden bei -20°C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren.

2.7.2.4 RNA-Verdau

Der Verdau der ungeschiutzten RNA dient der gezielten Isolierung der zu dem
Zeitpunkt translatierten Fragmente.

Um die einzusetzende Menge an RNase | zu bestimmen, musste zunachst die RNA
mit Hilfe eines Fotometers bei 260 nm quantifiziert werden. Als Leerwert diente der
Lysepuffer in H>O. Pro 3,14 OU.s wurde 1 pl RNase | (100 U) eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte fur 50 min bei RT auf einem Schuttler mit 400 rpm. Zur Inaktivierung der RNase |
wurde die doppelte Menge SUPERase Inhibitor zu den Proben gegeben und 3 min bei 4°C
inkubiert.

2.7.2.5 Ultrazentrifugation, Fraktionierung und Messung der Gradienten

Um gezielt die Fragmente, welche durch Monosomen (80S) geschiitzt werden, zu
isolieren, wird eine Sucrose-Dichte-Ultrazentrifugation durchgefiihrt. Dies ist unter anderem
wichtig, um zu uberprufen, ob das Cycloheximid und der RNA-Verdau funktioniert haben.
Als weitere Kontrolle wurde neben den verdauten Proben auch eine unverdaute Probe
eingesetzt.

Zunachst wurden die RFs sowie eine Kontrolle vorsichtig auf die vorbereiteten
Gradienten geladen und das Gesamtgewicht gegebenenfalls mit Lysepuffer justiert.
Anschlieend erfolgte die Zentrifugation bei 4°C, 35000 rpm Uber 3 h. Nach dem Lauf
wurden die Gradienten fraktioniert, wobei immer 300 pl vorsichtig von oben nach unten
abgenommen und in eine UV-transparente 96 Well-Platte tberfiihrt wurden. Die Messung
erfolgte bei 260 nm in einem Mikroplattenlesegerat, und die Werte wurden in einem Graph
dargestellt, um den 80S-Peak zu identifizieren. Die vier Fraktionen mit dem hdochsten
Vorkommen an Monosomen wurden in frische Reaktionsgefal3e Uberfuhrt, wobei je zwei
vereinigt werden konnten. Zu den jeweils 600 pl Probe wurde 200 ul ddH,O gegeben. Es
folgte die RNA Extraktion durch Zugabe von 800 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol.
Nach grindlichem Vortexen wurde 3 min bei RT zentrifugiert. Die wassrige Phase konnte in
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ein neues Reaktionsgefald Gberfihrt und die RNA mit Hilfe von 80 pl 3 M NaOAc,1 ml
Isopropanol und 1 pl GlycoBlue™ bei -20°C préazipitiert werden.

2.7.2.6 Fragmentierung der Transkriptom-RNA

Damit die TR ebenso behandelt werden kann wie die RFs, muss deren RNA zunéchst
alkalisch fragmentiert werden, um kleinere Stiicke zu generieren. Bevor die eigentliche
Fragmentierung durchgefuihrt wird, wird mit einer Kontrollprobe getestet, welche
Inkubationszeit sich am besten eignet.

Die Lysate wurden in 2 x 400 pl aufgeteilt und zu jedem Reaktionsgefald 1200 pl
TRIzol™ LS hinzugefiigt und gemischt. Nach einer 5 min Inkubation bei RT wurden die
Proben 15 min bei max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere Phase konnte
Ubernommen werden, wobei darauf zu achten war, die Interphase nicht in das frische
Reaktionsgefal’ zu pipettieren. Zu den Proben wurde 1 ml Isopropanol gegeben, gemischt
und 15 min bei RT inkubiert. Nach einem weiteren 15 min Zentrifugationsschritt bei max.
Geschwindigkeit wurde der Uberstand verworfen, die Pellets mit 80 % Ethanol gewaschen
und in 100 pl ddH20 resuspendiert. Fur die eigentliche Fragmentierung mussten die Proben
mit dem gleichen Volumen 2 x alkaline Fragmentierungslésung (AFS) gemischt und 1 h bei
95°C inkubiert werden. Anschlie3end erfolgte die Prézipitation mit 500 pl Isopropanol und
2 ul GlycoBlue™ bei -20°C.

2.7.2.7 Erste GrofRenselektion der Fragmente

Damit nur Fragmente der erwarteten und realistischen GroRe durch Ribosomen
geschitzter Bereiche weitergefihrt werden, wird eine GroRenselektion mittels
Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Sowohl die préazipitierten RF- als auch die TR-Proben wurden zunachst bei 4°C fir
15 min bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut fur
5 min zentrifugiert und anschlieBend direkt in FA-Puffer aufgenommen. Dabei wurden die
RFs jeweils mit 6 pl FA-Puffer versetzt und die zusammengehdrigen Fraktionen vereint. Die
Resuspension der TR erfolgte in 5 pl FA-Puffer. Als Marker dienten die NI-NI RNA-
Oligonukleotide, NI-NI-20 mit 26 nt und NI-NI-19 mit 34 nt. Sie umspannen den Bereich,
welchen ein translatierendes Ribosom auf einer RNA abdeckt. Die Oligonukleotide wurden
aguimolar miteinander gemischt und 100 pmol als Marker eingesetzt. Die gegossenen
10 %igen Urea-PAA-Gele (2.5.1.4) wurden vor dem Beladen mit den Proben mindestens
10 min laufen gelassen. Danach konnten die gesamten Proben auf die Gele geladen und 1
bis 2 h bei 120 — 150 V aufgetrennt werden. Um die Proben vor UV-Licht zu schiitzen,
wurden die Gele nach Beendigung der Laufzeit 10 min in 50 ml TBE-Puffer, versetzt mit 3 pl
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SYBR™ Gold, auf einem Schittler im Dunkeln gefarbt. Mithilfe eines Blaulicht-
Transilluminators konnten die Banden anschliel3end detektiert und ausgeschnitten werden.
Da darauf zu achten war, moglichst prazise die FragmentgroRen auszuschneiden, mussten
die Markerbanden als interne Kontrolle und GrélRenmarker mitgefiihrt werden. Die
ausgeschnittenen Fragmente wurden jeweils in frische ReaktionsgeféaRe dberflhrt, mit
einem Skalpell kleingeschnitten und zweimal in flissigem Stickstoff schockgefroren und
wieder aufgetaut. AnschlieRend wurden die Gelstlicke in 1 ml RNA-Extraktionspuffer bei
1000 rpm N auf einem Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag konnte der Uberstand in neue
Reaktionsgefalle Uberfiihrt und mit jeweils 1 ml Isopropanol, sowie 2 ul GlycoBlue™
bei -20°C prazipitiert werden. Die Gelfragmente wurden als Absicherung ebenfalls
eingefroren.

2.7.2.8 Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung der Fragmente mit der T4 Polynukleotid-Kinase/Phosphatase
(T4 PNK) ist notig fur die anschlieRende Linker-Ligation.

Bevor die Proben jedoch dephosphoryliert werden kénnen, mussten sie zunachst
15 min bei 4°C und max. Geschwindigkeit zentrifugiert, gewaschen und in 15 pl ddH.O
resuspendiert werden. 6 pl der Proben wurden auf 43 pl mit Wasser aufgefullt, 90 s bei 80°C
denaturiert und der Rest als Sicherung eingefroren. Der Ansatz der Reaktionen ist der
nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 2-22: Zusammensetzung der Dephosphorylierungsreaktion

Eingesetzte Menge Komponente
43 ul RNA-Probe
5ul T4 PNK-Puffer (10X)
1 ul SUPERase-Inhibitor (20 U/ul)
1ul T4 PNK (10 U/ul)
50 I  Gesamtvolumen

Die Ansatze wurden griindlich gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung
der Reaktion mussten die Proben 10 min bei 70°C inkubieren. Zu den 50 pl Ansatzen
wurden 39 ul ddH20, 1 ul GlycoBlue™, 10 pl NaOAc sowie 150 ul Isopropanol gegeben und
die RNA bei -20°C prazipitiert.
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2.7.2.9 Linker-Ligation

Die Ligation des Linkers an die Fragmente sorgt fur das Einbringen von Bindestellen
fur den RT-Primer.

Nach dem Zentrifugieren und Waschen der Pellets wurden diese in 8,5 pl ddH.O
resuspendiert. Zu den Proben wurden jeweils 1,5 pl Linkerldsung (0,5 pg/pl) gegeben, die
Anséatze 90 s bei 80°C denaturiert und dann auf RT abgekiihlt. Die Ligation setzt sich aus
den in der folgenden Tabelle aufgeflihrten Komponenten zusammen.

Tabelle 2-23: Zusammensetzung der Linker-Ligation

Eingesetzte Menge Komponente
10 ul  Probe
2 pl T4 RNA Ligase 2-Puffer (10 x)
6 ul  Polyethylenglycol 8000 (50 %)
1 ul SUPERase Inhibitor (20 U/pul)
1l T4 RNA Ligase 2 (200 U/pl)
20 yI  Gesamtvolumen

Die Ligationsansatze wurden 2,5 h bei RT inkubiert und anschlieBend mit 338 pl
Wasser, 40 ul 3 M NaOAc, 1,5 pl GlycoBlue™ und 500 pl Isopropanol bei -20°C prazipitiert.

2.7.2.10 GroRenselektion 2

Damit bei den folgenden Reaktionen nur Fragmente mit einem ligierten Linker
weiterverwendet werden, wird eine zweite GrolRenselektion mittels PAA-Gelelektrophorese
durchgefinhrt.

Nach dem Pelletieren der Proben wurden diese direkt in 5 pl FA-Puffer resuspendiert
und mit Hilfe von 15 %igen Urea-PAA-Gelen aufgetrennt (2.5.1.4). Hierbei war es wichtig,
auch die ligierten Markeroligos aufzutragen, anhand derer sich abschatzen lasst, auf
welcher Hohe die ligierten Proben im Vergleich zu nicht-ligierten laufen. Die Fragmente
sowie die ligierten Markeroligos wurden nach dem Farben erneut ausgeschnitten,
schockgefroren und in 1 ml RNA-Extraktionspuffer GN bei 1000 rpm inkubiert.

2.7.2.11 Reverse Transkription der Proben

Zum Umschreiben der RNA-Fragmente in cDNA wird eine reverse Transkription
durchgefihrt.
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Nach einem Prazipitierungsschritt mit 1 ml Isopropanol und 2 pl GlycoBlue™, dem
anschlieenden Zentrifugieren sowie Waschen wurden die Pellets in 10 ul ddH.O
resuspendiert. Die Primerldsung wurde auf 12,5 uM eingestellt, je 2 ul zu der Probe gegeben
und gemeinsam 2 min bei 80°C denaturiert. Der RT-Ansatz setzte sich folgendermafien
zusammen:

Tabelle 2-24: Zusammensetzung der reversen Transkription

Eingesetzte Menge Komponente

12 yl  Probe mit Primern
4 ul  First-strand-Puffer (5 x)
1l dNTPs (10 mM)
lul DTT (0,1 M)
1 ul SUPERase Inhibitor (20 U/ul)
1l SuperScript Il (200 U/pl)
20 pI  Gesamtvolumen

Im Thermocycler wurden die Ansétze zunachst 30 min bei 48°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die RNA durch die Zugabe von 2,2 ul 1 M NaOH 30 min bei 98°C
hydrolysiert. Das Féllen erfolgte mit 156 pl ddH-O, 2 ul GlycoBlue™, 20 ul NaOAc und 300 pl
Isopropanol bei -20°C.

2.7.2.12 GroRenselektion 3

Damit bei den folgenden Reaktionen nur cDNA-Fragmente verwendet werden, wird
eine dritte GroRenselektion mittels PAA-Gelelektrophorese (2.5.1.4) durchgefihrt.

Nach dem Prazipitieren wurden die getrockneten Pellets in 6 pl FA-Puffer
resuspendiert und auf ein 6 % Urea-PAA-Gel geladen. Nach dem Auftrennen der
Nukleinsaure wurde die cDNA im erwarteten GroRenbereich, sowie freie Primer als
Negativgrof3enkontrolle wie zuvor ausgeschnitten und zweimal in flissigem Stickstoff
eingefroren. Das Eluieren aus dem Gel erfolgte UN in 1 ml DNA-Extraktionspuffer bei RT
und 1000 rpm auf einem Schiittler. Am nachsten Tag konnte der Uberstand mit 2 pl
GlycoBlue™ und 1 ml Isopropanol bei -20°C gefallt werden.

2.7.2.13 Zirkularisierung

Um die zweite Bindestelle fur die PCR zu schaffen und somit die Amplifikation der
Fragmente zu ermdglichen, werden die Proben zirkularisiert.
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Nach der Prazipitation wurden die getrockneten Pellets in 16 pl ddH20 gel6st und in
die PCR-Reaktionsgefal3e folgende Ansatze pipettiert:

Tabelle 2-25: Zusammensetzung der Zirkularisierungsreaktion

Eingesetzte Menge Komponente
16 pl  Probe
2yl CircLigase Puffer (10 x)
1yl MnClz (50 mM)
1l CircLigase (200 U/ul)
20 pI  Gesamtvolumen

Im Thermocycler wurden die Proben 2 h bei 60°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein
10 min Inaktivierungsschritt bei 80°C. Gefallt wurden die Proben durch die Zugabe von 80 pl
ddH.O, 1 pl GlycoBlue™, 10 ul NaOAc sowie 150 pl Isopropanol und der Inkubation
bei -20°C.

2.7.2.14 rRNA-Depletion

Um einen moglichst groRen Teil der rRNA Fragmente aus den Probenansatzen zu
entfernen, wird vor der finalen Amplifikation mittels PCR ein rRNA-Depletionsschritt
eingeflgt.

Hierfir wurden Pools biotinylierter Oligonukleotide verwendet (zur Verfiigung gestellt
von D. Andreev). Von diesem Pool wurden 2 ul mit 14 pl geléster cDNA, 2 ul 2 x SSC (Salz-
Natriumcitrat-Losung) und 2 pl ddH2O gemischt und zunéchst 90 s bei 100°C denaturiert.
Im anschlieRenden Schritt mussten die Proben 0,1°C pro Sekunde auf 37°C abgekuhlt und
weitere 15 min inkubiert werden. In der Inkubationszeit konnten die magnetischen
Streptavidin C1 DynaBeads vorbereitet werden. Der Stock wurde zunachst gevortext, und
50 pl zusammen mit je 25 pl pro Probe konnten in ein neues Reaktionsgefal? Gberfuhrt
werden. Das Reaktionsgefal? wurde auf einen magnetischen Sténder gestellt, die Beads
dreimal mit je 150 pl Binde-/Waschpuffer gewaschen und der Uberstand jeweils verworfen.
Im Folgenden wurden die Beads in Puffer resuspendiert. Je 20 ul der Losung wurde in neue
Reaktionsgefalie tberfuhrt und zusammen mit den Proben 15 min bei 37°C und 1000 rpm
inkubiert. AnschlieBend konnten die Reaktionsgeféalle wieder auf den magnetischen
Stander gestellt und der Uberstand in ein neues Gefal Uberfihrt werden. Die gereinigten
Proben wurden mit 60 pl ddH.O aufgefillt und mit 2 pl GlycoBlue™, 10 pl 5 M NaCl und
150 pl Isopropanol gefallt.
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2.7.2.15 Zyklus-Anpassung der PCR

Bevor die Proben mit Hilfe der finalen PCR praparativ amplifiziert werden, wird eine
Test-PCR, welche der Anpassung der Zyklenanzahl dient, durchgefihrt.

Die resuspendierten und in 20 yl ddH.O aufgenommenen Proben wurden zusammen
mit einer Negativkontrolle und eine Wasserkontrolle angesetzt (Tabelle 2-26). Getestet
wurden 20, 16 und 12 PCR-Zyklen.

Tabelle 2-26: Komponenten und Parameter der Ribosome-Profiling PCR

Eingesetzte Menge Komponente

1 ul DNA-Template/Wasser
4 ul 5 x Q5 Puffer
0,4 ul 10 mM dNTPs
0,1yl 100 uM Library Primer
0,2l 100 uM Index Primer
0,2 ul Q5 Polymerase (2 U/ul)
14,2 yl  ddH,O
20 yI  Gesamtvolumen

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 98°C 30s

Zyklische Denaturierung 98°C 10s

Zyklische 65°C 10s 20, 16, 12 x
Primerhybridisierung

Zyklische Elongation 72°C 5s

Finale Elongation 72°C 30s

Nach der PCR wurden die Proben auf einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Anhand
der Banden kann nun entschieden werden, welche Zyklenanzahl fur die finale PCR gewahlt
wird.

2.7.2.16 Finale PCR-Amplifikation

Die finale PCR dient der Amplifikation der Proben fir die Sequenzierung.
Verwendet wurden die gleichen Komponenten wie bei der Test-PCR (2.7.2.15),
jedoch pro Probe in der 4 x Menge. Es war darauf zu achten, dass fur jede Probe ein anderer
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Indexprimer verwendet werden musste, um diese nach der Sequenzierung unterscheiden
zu kénnen.

2.7.2.17 GroRRenselektion 4

Zur Selektion der finalen Produkte wurde eine vierte Gelextraktion durchgefihrt.

Fur die abschlieRende Grolenselektion wurden die Proben zunachst mit aquivalenter
Menge FA-Puffer gemischt und anschlieBend zusammen mit den Markern sowie der
Negativkontrolle auf 6 %igen PAA-Gele aufgetrennt. Die Nukleinsauren im erwarteten
GrolRenbereich wurden ausgeschnitten und zweimal in flissigem Stickstoff eingefroren. Das
Herauslosen aus dem Gel erfolgte UN in 1 ml DNA-Extraktionspuffer bei RT und 1000 rpm
auf einem Schiittler. Am nachsten Tag erfolgte die Fallung des Uberstands mit 1 pl
GlycoBlue™ und 1 ml Isopropanol bei -20°C.

2.7.2.18 Kontrolle mit Hilfe des Bioanalyzers

Um vor dem Einsenden der Proben zur Sequenzierung sicherzustellen, dass die
erzeugten Produkte die richtige Lange aufweisen, werden alle Proben mit Hilfe eines
Bioanalyzers kontrolliert.

Dafur wurden die Proben prazipitiert, in 20 pl ddH.O resuspendiert und der ,High
Sensetivity DNA Assays” von Agilent nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.7.2.19 Sequenzierung der Proben

Die Sequenzierung der Proben des Ribosome Profilings erfolgte durch die Firma BGI
(Hongkong).

Es wurden nach Herstellerangaben 20 pul pro Probe in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf
versendet. Die Konzentration betrug tber 5,2 nM.

2.7.2.20 Analyse der Daten

Die bioinformatische Auswertung der Daten erfolgte mafR3geblich durch J. Bathke in
der AG Goesmann (Giessen) und durch A. Michel in der AG Baranov (Cork). Zudem wurden
eigene Analysen mit dem Programm Trips-Viz durchgefuhrt [258]. Eine Zusammenfassung
der Durchfuihrung der bioinformatischen Auswertung ist der Veréffentlichung Gerresheim et
al. zu entnehmen [259].
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3 Ergebnisse

3.1 Produktion des HCV-Jc1 in Zellkultur

Die 2006 von Pietschmann et al. entwickelte HCV-Chimére Jcl produziert 100- bis
1000-fach héhere virale Titer in der Zellkultur als die urspriinglichen Genotyp 2 Isolate J6
und JFH1 [257]. Da verschiedene Experimente mit vollstandigen HCV-Genomen
beziehungsweise infektiosen Partikeln durchgefiihrt werden sollten, musste zunachst die
Produktion von Jcl in der Arbeitsgruppe etabliert werden.

3.1.1 Herstellung des viralen Genoms

Zunéchst wurde das Jcl-Plasmid in Bakterien vermehrt und mit Hilfe einer Plasmid-
Praparation gereinigt (2.2.3, 2.5.2.6). Zur Kontrolle des Plasmides wurde ein Testverdau mit
EcoRV und Sbfl durchgefihrt (2.5.2.3), wobei die erwarteten DNA-Fragmente mit einer
GroRRe von 9,3 und 3,7 kbp entstanden (Abbildung 3-1). Vor der in vitro Transkription wurde
das Plasmid mit Mlul linearisiert, um ein moglichst prézises Ende des viralen Genoms zu
erzeugen und ein Fortlaufen der T7-Polymerase Uber den Terminator hinaus zu verhindern
(Plasmidkarte im Kapitel 6.3).

Abbildung 3-1: Schritte bei der Produktion des

e '\‘5"\0(\ HCV-Genoms. Die verwendeten Jcl-Plasmide

@@0 %\{:;\Q @09‘3 wurden zunachst mit einem Testverdau untersucht

-\6’\\6 ’\‘0(\ _Q@/\‘ (2). Anhand des aufgetragenen Markers (1, M,

Q\(‘}‘b@ \(\\i\\‘ Ge,&é'\(\\ Hyperladder 1) konnten so die erwarteten Banden bei

M Jc1 9,3 und 3,7 Kilobasenpaaren (kbp) detektiert werden.

[kbp] o < Nach der in vitro Transkription (3) und nach dem

10 _'“ _— Template-Verdau mit DNasel sowie der Reinigung der

g :E“ n. RNA (4) wurde die Integritét des viralen Genoms mit

3 — - : , Kontrollgelen untersucht. Es ist zu beachten, dass ein

(- ‘ DNA-Marker verwendet wurde, weshalb die

o einzelstrdngige RNA mit einer GréRe von ca. 9,7 kb

1 - zwischen 5 und 4 kbp auf dem 0,8 %igen Agarosegel
T2 3 4 lautft.

Die in vitro Transkription kirzerer RNAs war im Labor der AG Niepmann bereits gut
etabliert. Die daftir verwendeten und vom Hersteller empfohlene Konzentration von 500 uM
rNTPs und 6 mM MgCl. sowie eine Inkubationszeit von 2 h ergaben jedoch fir das ~9,7 kb
groRe Jc1-Genom nur geringe RNA-Konzentrationen. Dies erforderte eine Uberarbeitung
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des bestehenden Protokolls fur die Transkription der HCV-Genome mit voller Lange.
Verschiedene rNTP-Konzentrationen, Template-Mengen, Temperaturen, Inkubationszeiten
und MgCl,-Konzentrationen (6 — 11 mM) wurden miteinander verglichen. Die besten
Ergebnisse konnten schlie3lich mit Endkonzentrationen von 3,75 mM rNTPs, 11 mM MgCl,
und 25 pg/ml Template erzielt werden. Die Inkubation erfolgte von da an tber 5 h bei 37°C,
wobei nach 2 h zusétzlich 0,5 U/ul T7-Polymerase hinzugefigt wurde (2.5.3.1). Mit Hilfe von
Agarose-Kontrollgelen wurde sowohl die RNA aus der Transkriptionsreaktion als auch die
mit DNasel behandelte und gereinigte RNA auf ihre Integritat kontrolliert (Abbildung 3-1).
Nach erfolgreicher Reinigung der transkribierten RNA (2.5.3.3) konnte die Konzentration mit
dem Qubit® bestimmt und die viralen Genome zur Transfektion verwendet werden (2.5.1.1,
2.3.5).

Fazit: Der Einsatz von grof3eren Mengen an rNTPs (3,75 mM) und MgCl; (11 mM) in den
Transkriptionsansatzen im Vergleich zu den Herstellerangaben sowie eine verlangerte
Inkubationszeit tber flinf Stunden erhéhten die Ausbeute der vollstandigen Jc1-RNA um
ein Vielfaches, sodass diese fir die folgenden Experimente verwendet werden konnte.

3.1.2 Nachweis der HCV-Replikation

Bevor die geplanten Experimente durchgefiihrt werden konnten, musste zun&chst
Uberprift werden, ob die verwendeten Protokolle fur die Transfektion beziehungsweise
Infektion zu einer Produktion des HCV fluhrten. Hierfir wurden Western Blot Analysen,
Fluoreszenzmikroskopie sowie die RT-gPCR eingesetzt.

Die erste verwendete Methode war der Nachweis von viralen Proteinen mittels
Western Blot (2.6.2). Die Zellen wurden hierfur mit Jc1 transfiziert und anschlieRend zur
Probenentnahme zu verschiedenen Zeitpunkten lysiert (2.3.5). Nach der SDS-PAGE
wurden die Proteine NS3, Core, und als Kontrolle die zellulare Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) zunachst mit primaren Antikérpern (AK) spezifisch gebunden und
anschlielend mit sekundéren, an eine Meerrettichperoxidase-gekoppelten, AK uber
Chemilumineszenz detektiert (2.6.2). Bei erfolgreicher Produktion der viralen Proteine
konnte NS3 bei 70 kDa und Core bei 21 kDa detektiert werden (Abbildung 3-2). Als
Negativkontrolle wurde eine nicht-transfizierte Probe mitgefiihrt. Fir die interne
Versuchskontrolle wurde das zellulare und konstitutiv exprimierte GAPDH (37 kDa)
nachgewiesen.
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Abbildung 3-2: Western Blot zur Kontrolle der
Expression viraler Proteine. Huh-7.5-Zellen
wurden mit HCV-Jc1-RNA-Genomen transfiziert,
inkubiert und die Proteine NS3, GAPDH und Core
immunochemisch detektiert (1). Als Negativkontrolle
wurde eine nicht-transfizierte Probe (K) mitgefiihrt

).

Da es sich bei HCV um kein lytisches Virus handelt, waren Plaque-Analysen fur die
Bestimmung des prozentualen Anteils an HCV-infizierten Zellen nicht anwendbar, daher
musste die zweite Methode, die Fluoreszenzmikroskopie (2.6.1), fiir Experimente wie das
Ribosome Profiling etabliert werden. Es wurden zunéchst die Zellen auf Deckglaschen
ausgesat, inkubiert und nach 24 — 144 h mit 4 % PFA fixiert, so dass sichergestellt werden
konnte, dass HCV exprimierende Proben nicht mehr infektios waren. Fir eine leichtere
Quantifizierung und Begutachtung der Zellen ist die DNA mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) gefarbt worden, welches im blauen Bereich bei einem Emissionsmaximum von
461 nm fluoresziert.

In der Abbildung 3-3 sind beispielhaft 70 % und 100 % konfluente Huh-7.5-Zellen im
Durchlicht und im blauen Fluoreszenzkanal gezeigt. Es konnte aul3erdem kontrolliert
werden, in welchem Zustand sich die Zellen befanden. Einige der Zellen waren im Stadium
der Mitose, wodurch sie eine eher abgerundete Morphologie und kondensierte
Chromosomen aufwiesen. Zellen der Interphase waren oftmals polygonal ausgestreckt, wie
es typisch fur Epithelzellen ist. Apoptotische Zellen konnten teils anhand ihres

fragmentierten Zellkerns identifiziert werden.
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Zellen-Durchlicht Nukleus-DAPI

70 %
Konfluenz

100 %
Konfluenz

Abbildung 3-3: Kontrolle des Zellwachsums mittels Fluoreszenzmikroskopie. Zur
Bestimmung der Konfluenz wurden die Huh-7.5-Zellen zunéchst im Durchlicht beobachtet.
Die DAPI-Farbung der DNA erleichterte die Quantifizierung der Zellen sowie das
Abschétzen des zelluldren Gesundheitszustands.

Das virale NS3-Protein wurde spezifisch mit dem primadren AK gebunden. Der
sekundare AK ist mit Alexa Fluor ® 488 gekoppelt, welcher im grinen Spektrum mit einem
Emissionsmaximum von 519 nm fluoresziert. Vor den eigentlichen Experimenten konnte mit
Hilfe der Mikroskopie Uberpruft werden, zu welchem Zeitpunkt nach der Transfektion 80 —
100 % der Zellen mit HCV infiziert waren. Eine nicht-transfizierte Kontrolle wurde stets zur
Abschéatzung und Uberpriifung des Hintergrundes mitgefiuihrt (Abbildung 3-4, obere Zeile).
NS3-Signale zeigten im Vergleich zu Hintergrundsignalen eine feine, punktférmige
Verteilung Uber das gesamte Zytoplasma einer infizierten Zelle (Zeile 2 und 3). Einen Tag
nach der Transfektion (Elektroporation, 0,133 pg RNA pro Well einer 12 Well) konnten
nahezu keine Zellen detektiert werden, welche ausreichend NS3 produzierten, um die

Proteine sichtbar vom Hintergrund abzuheben (nicht gezeigt). Nach zwei Tagen zeigten sich
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erste deutliche NS3-Signale in den Zellen, und nach sechs Tagen waren nahezu alle Zellen
infiziert. Zudem schien es, dass die Zellen auch noch sechs Tage nach Transfektion bei
guter Gesundheit waren, was unter anderem anhand ihrer polygonalen Erscheinung und

der Anzahl an mitotischen Zellen festgestellt wurde.

Kontrolle

2 Tage nach
Transfektion

6 Tage nach
Transfektion

Abbildung 3-4: Nachweis der Infektion mit HCV. Zwei und sechs Tage nach der
Transfektion der Huh-7.5-Zellen (Elektroporation, 0,133 pg RNA pro Well einer 12 Well-
Platte) wurden diese fixiert und die DNA mit DAPI (blau) geféarbt. NS3 wurde mit
Antikdrpern markiert (gruin). Zur Kontrolle wurde eine nicht-transfizierte Probe mitgefiihrt
(obere Zeile).
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Die RT-gPCR, welche als dritte Methode zum Einsatz kam, wurde mafgeblich von
Lyudmila Shalamova in der AG Niepmann etabliert und ermdglicht zuséatzlich zum Nachweis
gebildeter viraler Proteine die Kontrolle der Menge an gebildeter HCV-RNA (2.7.1). Dies war
besonders flr den quantitativen Vergleich zwischen verschiedenen Proben von besonderer
Bedeutung.

Fazit: Die Jc1-HCV-Produktion in der Zellkultur konnte erfolgreich mit Hilfe des Western
Blots, der Fluoreszenzmikroskopie und der RT-gPCR nachgewiesen werden. Im
Folgenden dienten diese Methoden zur Kontrolle samtlicher Experimente. Quantitativ
zufriedenstellende HCV-Replikation in den Huh-7.5-Zellen wurde erst am Tag 6 nach
Transfektion festgestellt.

3.2 Die miR-122-Bindung an das HCV-Genom

In vorangegangenen Studien konnte bereits der grof3e Einfluss der miR-122 auf die
Replikation des HCV gezeigt werden (1.3.1.1). Die Bindung des miRNP-Komplexes an die
5"UTR des viralen Genoms sorgt fir eine Stabilisierung der RNA und schiitzt sie vor XRN1-
Degradierung. Ebenso flihrt sie zu einer deutlichen Stimulation der Translation [193,199,33—
36]. Die miR-122 bindet zusammen mit Ago2 zudem an konservierte Bindungsstellen in der
NS5B-codierenden Region und der 3’'UTR von HCV [190,191,195]. Nasheri et al.
postulierten im Jahr 2011 einen inhibitorischen Effekt auf die Replikation und Translation
von HCV-Luziferase-Replikons, durch die miR-Bindung an 5B.2 [206]. Im Rahmen der
Dissertation von Nadia Dlinnes konnte in der AG Niepmann mittels Co-Immunoprazipitation
gezeigt werden, dass die Bindung an 5B.2, 5B.3 und S3 abhangig von der Zuganglichkeit
der RNA, der Sekundarstruktur und dem HCV-Genotyp ist. Experimente mit Reporter-
Konstrukten zeigten, dass es durch die Bindung der miR-122 an die 3'"UTR, in Kombination
mit der Anlagerung an die 5"UTR, zu einer Reduktion der Translation kommt [194].

Da die Auswirkungen der Interaktion zwischen dem miRNP und den Bindungsstellen
in der NS5B-codierenden Region und der 3’"UTR im vollstandigen HCV-Replikationszyklus
bisher nicht bekannt waren, sollte dies im Rahmen dieser Arbeit nédher untersucht werden.
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3.2.1 Mutagenese der miR-122-Bindungsstellen S1, S2, 5B.2, 5B.3 und
S3

Die funf hoch konservierten miR-122-Bindungsstellen im vollstandigen HCV-Genom
sollten beziglich ihres Einflusses auf den viralen Replikationszyklus untersucht werden. Je
zwei Nukleotide in der seed-Sequenz sollten hierflr unterschiedlich mutiert werden.
Dadurch wurde zum einen sichergestellt, dass die miR-122 nicht mehr an die Stelle bindet,
und zum anderen ergab sich die Mdoglichkeit, die mutierte Stelle mit der jeweils
kompensierend mutierten miR einzeln zu adressieren (Tabelle 3-1).

Die Mutationen in den Bindungsstellen der NS5B-codierenden Region konnten von
Nadia Dunnes in die Plasmide pUC18 J6-JFH1_NS5B-3"-UTR_5B.2m und pUC18_J6-
JFH1 NS5B-3"-UTR_ 5B.3m eingefiigt werden (6.3), so dass sie durch eine Klonierung in
pFK-JFH1-J6 C846 dg (Jcl) 12961 integriert werden konnten. Die Plasmide wurde mit Ascl
und Sfil geschnitten und das 500 bp grof3e Insert mit der jeweiligen Mutation in den Jcl
Vektor ligiert (2.1.8, 2.5.2.3 - 2.5.2.5).

Tabelle 3-1: Die miR-122 Bindungsstellen im HCV-Genom. Aufgelistet sind die flinf hoch konservierten
Bindungsstellen mit ihren wildtypischen (Wt, schwarz) und mutierten (M, rot) Sequenzen.

Bindungsstelle Wt-Sequenz M-Sequenz
S1 ACACTCC AGACTAC
S2 CACTCC CTATCC
5B.2 ACACTCC ACACAGC
5B.3 CACTCC GACACC
S3 ACACTCC ACTCTGC

S1m, S2m und S3m mussten mit Hilfe von Mutagenese-PCRs (Overlap-Extension-
PCR) generiert werden (siehe 2.5.2.2). Eine Zusammenfassung der durchgefihrten PCRs
ist der Tabelle 3-2 zu entnehmen. Die Sequenzen der Primer sind im Abschnitt 2.1.9.3
aufgelistet.

Tabelle 3-2: Mutagenese PCRs zur Generierung von S1m, S2m und S3m. Sequenzen der Primer sind im
Abschnitt 2.1.9.3 aufgelistet.

Mutation | PCR Template und Primer Produkt
1 pFK-Jcl + S1S2-for + S1-mut-rev 1453 bp
Sim 2 pFK-Jcl + S1S2-rev + S1-mut-for 1448 bp
3 Fusion PCR1 + PCR2 + S1S2-for + S1S2-rev 2875 bp
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4 pFK-Jcl + S1S2-for + S2-mut-rev 1467 bp
S2m 5 pFK-Jcl + S1S2-rev + S2-mut-for 1431 bp
6 Fusion PCR4 + PCR5 + S1S2-for + S1S2-rev 2875 bp
7 pFK-Jcl + S3-for + S3-mut-rev 564 bp
S3m 8 pFK-Jcl + S3-rev + S3-mut-for 597 bp
9 Fusion PCR7 + PCR8 + Sm3-for + Sm3-rev 1127 bp

Der Restriktionsverdau der Inserts und des Jc1-Vektors erfolgte mit Sbfl und BsiWI
fur S1m/S2m und mit Ascl und Mlul fir S3m (2.5.2.3). Ligiert wurden die so gebildeten
Fragmente bei 14°C Uber Nacht (2.5.2.5).

Fazit: Die funf miR-122-Bindungsstellen S1, S2, 5B.2, 5B.3 und S3 konnten erfolgreich
individuell in HCV-Jcl1-Plasmiden mutiert und fir die im Folgenden beschriebenen
Experimente einsetzt werden.

3.2.2 Analyse der Funktion der miR-122-Bindungsstellen im HCV-
Genom

Die neu generierten Plasmide wurden zunéchst in HCV-Genome transkribiert
(2.5.3.1). Um die Qualitat der generierten RNA zu uUberprifen wurden Kontrollgele
angefertigt (siehe Beispiel in Abbildung 3-5). Mit allen Konstrukten konnte RNA generiert
werden, welche anschliel3end transfiziert wurden.
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Abbildung 3-5: Transkription der generierten HCV-Genome. Dargestellt sind der
Wildtyp (Wt, 1) sowie die miR-122-Bindungsstellen-Mutanten (2 — 6) nach der
Transkription (A) und nach der Reinigung der RNA (B) auf einem 0,8 %igen
Agarosegel.



Ergebnisse |78

Die HCV-RNA wurde mittels Lipofektamine 2000 oder Elektroporation in die Huh-7.5-
Zellen eingebracht, wobei eine Elektroporation erfolgte, wenn ein synchrones Einbringen
der RNA in die Zellen gewiinscht war (2.3.5). Eine nicht-transfizierte Probe wurde stets als
Negativkontrolle mitgefuhrt. Nach 48 und 72 h erfolgte die Lyse der Proben und die
Untersuchung mit Western Blot Analysen (2.6.2).
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Abbildung 3-6: Western Blot des HCV mit mutierten miR-Bindungsstellen. Huh-
7.5-Zellen wurden mit HCV-Genomen der vollen Lange transfiziert und die Proteine
NS3, GAPDH und Core biochemisch detektiert (1 — 6). Die Bindungsstellen in der 5’"UTR
(S1, S2), der NS5B-codierenden Region (5B.2, 5B.3) und der 3’"UTR (S3) sind einzeln
im HCV-Genom mutiert. Als Positivkontrolle wurde der Wildtyp (Wt) eingesetzt. Es wurde
zudem eine nicht-transfizierte Kontrolle (K) mitgefiihrt (7). Die Inkubation der Zellen
erfolgte Uber (A) 2 und (B) 3 Tage.

In Abbildung 3-6 ist zu erkennen, dass bei den eingesetzten S1- und S2-Mutanten
(1 und 2) sowohl nach zwei (A) als auch nach drei (B) Tagen keine detektierbaren Mengen
an viralen NS3- und Core-Proteinen nachgewiesen werden konnten. Dies traf auch auf die
Kontrollprobe zu (7). Fur die Bindungsstellen-Mutanten in der NS5B-codierenden Region
sowie der 3"UTR konnten nach zwei Tagen untereinander vergleichbare Mengen an viralen
Proteinen detektiert werden (3 — 5). Der Wt (6) zeigte nach 48 h etwas stéarkere Banden auf
dem Blot und nach 72 h deutlich h6here Konzentrationen an viralen Proteinen als die
getesteten Mutanten.



Ergebnisse |79

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Huh-7.5-Zellen direkt auf Deckglaschen
ausgesat und 48 h nach Transfektion mit PFA fixiert. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt
und virale NS3-Proteine mit dem primaren NS3-AK und dem sekundéren Alexa Fluor ® 488
(2.6.1).

Nukleus-DAPI  NS3-Alexa 488 Merge

Kontrolle

0%

Wt Abbildung 3-7: Fluoreszenz-

12 % aufnahmen des HCV mit
mutierten miR-
Bindungsstellen. Dargestellt

S1m ist die Fluoreszenzaufnahme

0% zwei Tage nach der
Transfektion. Zur Kontrolle
wurde eine nicht-transfizierte
Probe mitgefiihrt (obere Zeile),
sowie der Wildtyp (Wt). Die

S2m Anzahl an infizierten Zellen

0% wurde ausgezahlt (mindestens
100 Zellen pro Probe) und die
Ergebnisse der Experimente
gemittelt (Prozentangabe). Die

5B.2m Fluoreszenzkandle sind

10 % einzeln in Graustufen
dargestellt, das
Kombinationsbild (Merge) in
Farbe (DAPI-Farbung in blau,
NS3/sekundérer Alexa Fluor ®

5B.3m 488 Antikdrpern in grun).

10 %

S3m

9 %
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Die Anzahl an infizierten Zellen wurde ausgezéhlt (mindestens 100 Zellen pro Probe)
und die Ergebnisse der Experimente gemittelt. Das Ergebnis der Zahlung, sowie Beispiele
von Aufnahmen der Proben, sind in der Abbildung 3-7 dargestellt. In den nicht-transfizierten
Proben (erste Zeile) konnten ebenso wie bei den mutierten Bindestellen S1 und S2 im HCV-
Genom (Zeile 3 und 4) keine infizierten Zellen detektiert werden. 2 Tage nach Transfektion
waren 12 % der mit dem Wt transfizierte Zellen NS3 positiv (Zeile 2), welches die grofite
gezahlte Menge an HCV-produzierenden Zellen darstellt. Die beiden miR-Bindungsstellen-
Mutanten in der NS5B-codierenden Region (Zeile 5 und 6) erreichten jeweils 10 % infizierter
Zellen, knapp gefolgt von der S3-Mutante mit 9 % (Zeile 7).

Um mogliche Effekte zu verstarken und gezielter die kaum charakterisierten
Bindungsstellen 5B.2, 5B.3 und S3 zu untersuchen, wurde eine Doppelmutante (5B.2/3m)
und eine Dreifachmutante (5B.2/3/S3m) generiert. Als Vektor fur die Doppelmutante
5B.2/3m diente pFK-Jc1-5B.2m und als Insert pFK-Jc1-5B.3m, jeweils mit ECORV und Mlul
geschnitten und ligiert. In die so entstandene Doppelmutante wurde durch den Verdau mit
Ascl und Mlul und anschlieBender Ligation die mutierte Bindungsstelle S3m eingefiigt
(2.5.2.3 — 2.5.2.5), wodurch die Dreifachmutante entstand. Mit diesen Mutanten wurden
zusatzliche Western Blots und RT-gPCR Experimente durchgefihrt.

In der Abbildung 3-8 ist exemplarisch ein Western Blot (2.6.2) der Proben nach drei
(A) und funf (B) Tagen gezeigt. Die Zeitpunkte fur die Zelllyse wurden gewahlt, um einen
groBeren Unterschied zwischen den Proben zu detektieren. Neben den miR-
Bindungsstellen-Mutanten wurden eine nicht-transfizierte Kontrolle (1) und der Wt (2)
mitgefhrt. Zusammen mit dem Wt konnte ein anti-miR-122-LNA transfiziert werden,
welches die miR-122 sehr stark bindet und somit fur HCV unzugénglich macht (3). Wie zu
erkennen ist, sorgte dies fir eine starke Unterdriickung der Replikation des HCV-Wt, so
dass virale Proteine nicht langer detektiert werden konnten. Nach drei Tagen schien der Wt
etwas starker zu replizieren als die Mutanten, wobei 5B.2m und 3m im Vergleich zu den
anderen getesteten Jcl-Mutanten die geringsten Mengen an NS3- und Core-Proteinen
aufwiesen (4 und 5). Nach 5 Tagen waren die Signale der detektierten viralen Proteine von
der Doppelmutante 5B2/3m am starksten (7), wobei auch alle weiteren Konstrukte deutliche
Banden aufwiesen.
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Abbildung 3-8: Western Blot des HCV mit mutierten miR-Bindungsstellen in der
NS5B-codierenden Region und der 3"UTR. Huh-7.5-Zellen wurden mit HCV-Genomen
transfiziert und die Proteine NS3, GAPDH und Core biochemisch detektiert (2 — 8). Die
Bindungsstellen in der NS5B-codierenden Region (5B.2m, 5B.3m) und der 3’'UTR (S3m)
sind einzeln mutiert, oder liegen als Doppelmutante (5B.2/3m) und Dreifachmutante
(5B.2/3/S3m) vor. Als Kontrollen wurden eine nicht-transfizierte Probe (K, 1), der Wildtyp
(Wt, 2) und der Wt zusammen mit einem anti-miR-122-LNA (engl. locked nucleic acid, 3)
eingesetzt. Die Inkubation der Zellen nach der Transfektion erfolgte tiber (A) drei und (B)
funf Tage.

Drei Tage nach der Transfektion wurden RT-gPCR Experimente durchgefiihrt, um die
Mengen an HCV-Genomen in den Zellen zu bestimmen und miteinander zu vergleichen
(2.3.5, 2.7.1). Wie in der Abbildung 3-9 zu sehen ist, entsprachen die relativen Mengen der
HCV RNA-Genome im Wesentlichen der Menge der in den Western Blots detektierten HCV-
Protein (Abbildung 3-8). Fiurr den Vergleich der relativen Anderung der Anzahl an HCV-
Genom wird der Wt auf eins gesetzt und das Verhéltnis der anderen RNA-Proben daran
gemessen. Bei der Probe, welche zusatzlich zum Wt das anti-miR-122-LNA enthdlt, konnte
nahezu keine virale RNA in den Zellen detektiert werden (Balken 3). Die mitgefuhrte nicht-
transfizierte Kontrolle war HCV-negativ (1, K). Im Vergleich zum Wt konnte bei der 5B.2-
Mutante nur ca. die Halfte an viraler RNA gemessen werden (Balken 4). Auch 5B.3m zeigte
eine leicht reduzierte Anzahl an RNA (5). Keine messbaren Veré&nderungen in der
Replikation zeigten S3m und die Dreifachmutante (Balken 6 und 7). Die Doppelmutante
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hingegen produzierte durchschnittlich die 1,8-fache Anzahl an HCV-Genomen, wobei hier
auch die gréf3te Standardabweichung vorlag (Balken 7).

2,5
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Relative Anderung der Anzahl an HCV
Genomen

2 3 4 5 6 7 8
K Wt Wt 5B.2m 5B.3m S3m 5B.2/3m 5B.2/3/S3m
+LNA

Abbildung 3-9: Vergleich der relativen Anderung der Anzahl an HCV Genomen
gemessen mit RT-qPCR. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus min. n=3 unabhangigen, reprasentativen Experimenten. Analysiert wurden Huh-7.5-
Zellen 3 Tage nach der Transfektion. Der Wildtyp (Wt) wurde als Positivkontrolle auf 1
gesetzt. Eine nicht-transfizierte Kontrolle (K) wurde mitgefiihrt. Die miR-122-
Bindungsstellen-Mutanten (Balken 4 — 8) wurden im Verhdltnis zum Wt dargestellt. Das
Sternchen markiert einen signifikanten Unterschied zwischen den Proben.

Signifikant unterschieden sich daher nur der Wt und die 5B.2-Mutante (markiert mit

Sternchen).

Fazit: Die funf miR-122-Bindungsstellen S1, S2, 5B.2, 5B.3 und S3 konnten erfolgreich
in HCV-Jcl-Plasmiden mutiert und die Auswirkungen auf die virale Replikation getestet
werden. Insgesamt konnten mit Hilfe der durchgefiihrten Western Blots, RT-qPCRs und
Immunofluoreszenz-Studien zumeist nur leichte Unterschiede zwischen dem Wt und den
5B.2-, 5B.3-, S3-, den Doppel- und Dreifach-Mutanten detektiert werden. Im Vergleich
zeigte ausschlie3lich die Mutation der 5B.2 miR-122-Bindungsstelle einen signifikant
negativen Effekt auf den Replikationszyklus des HCV. Lag hingegen eine Mutation in S1
oder S2 vor, konnte HCV nicht weiter replizieren.
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3.3 Einfluss der HCV-Infektion auf die zellulare
Genexpression

Hauptaugenmerk dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktion des HCV mit der
infizierten Leberzelle. Die Wirkung des Virus auf die Regulation der zellularen
Genexpression und vor allem auf die translationellen Veranderungen wurde bis zum
Zeitpunkt der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente nicht im Detall
untersucht. Deshalb sollten mit Hilfe der von Ingolia et al. entwickelten Methode des
Ribosome Profilings genauere Analysen durchgefiihrt werden (2.7.2) [260]. Das Profiling
ermdglicht eine Momentaufnahme aller in vivo translatierenden Ribosomen in der Zelle,
durch Sequenzierung der von Ribosomen geschiitzten RNA-Fragmente (RFs). Neben den
madglichen translationellen Verdnderungen in den Zellen sollten auch die transkriptionellen
erfasst werden, weswegen ebenfalls die gesamte RNA (TR) sequenziert werden sollte. Zwei
Sets an Experimenten wurden durchgefiihrt und sequenziert, wobei der erste Durchlauf zwei
Replikate (3.3.1) und der zweite drei Replikate (3.3.2) umfasste. Eine kurze
Zusammenfassung ist in der Tabelle 3-3 dargestellt.

Tabelle 3-3: Zusammenfassung der Ribosome Profiling Experimente: Zwei Durchlaufe mit jeweils zwei bzw.
drei Replikaten wurden durchgefiihrt um die Bibliotheken der gesamt RNA (TR) und von Ribosomen geschiitzten

RNA-Fragmente (RF) zu erstellen.

Durchlauf/ | Replikate/ Transfektion TR und RF Zeitliche
Set Experimente Bibliotheken Abfolge
Lipofektamine 2000 o ) )
_ Bibliotheken mit Replikate
(miR) und . . .
1 2 ) verschiedenen hintereinander
Elektroporation

Methoden erstellt durchgefihrt
(HCV)

_ Replikate
) ) Gleiche Behandlung ) .
2 3 Lipofektamine 2000 ) o gleichzeitig
beider Bibliotheken )
durchgefuhrt

In beiden Fallen wurden Huh-7.5-Zellen mit vollstandiger Jc1-HCV-RNA transfiziert
und sechs Tage inkubiert. Diese Zeitspanne erlaubt es dem Virus mehrere
Replikationszyklen zu durchlaufen und so nicht nur alle Zellen zu infizieren, sondern zudem
eine chronische Infektion zu mimikrieren. Auf die Ergebnisse soll im Folgenden naher
eingegangen werden.
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3.3.1 Der erste Ribosome Profiling Durchlauf

Die ersten zwei sequenzierten Replikate des ersten Durchlaufs vom Ribosome
Profiling basierten auf zwei vollstandig unabh&ngig voneinander durchgefuhrten
Experimenten, welche in einem Abstand von drei Monaten angefertigt wurden. Es wurde fur
jedes Experiment neue HCV-RNA generiert und neue Huh-7.5-Zellen verwendet, die
separat weiterbearbeitet wurden. Je vier verschiedene Proben (miR-122, miR-122 + HCV,
anti-miR-122-LNA und anti-miR-122-LNA + HCV) wurden bearbeitet. Beide Experimente
sollen nachfolgend parallel behandelt werden, wobei zundchst auf die Durchfiihrung und
anschlie3end kurz auf die Auswertung der Daten eingegangen wird.

Die Huh-7.5-Zellen wurden zunadchst mittels Lipofektamine 2000 (miR-122/anti-miR-
122-LNA) und Elektroporation (HCV) transfiziert (2.7.2.1). Fur die Generierung der TR-
Proben wurden die Zellen nach sechs Tagen mit TRIzol™ LS lysiert, iiber RNeasy® -Saulen
gereinigt und von Pan Hu in der AG Niepmann weiterbearbeitet. Die Lyse der Zellen fir die
RFs erfolgte mit Polysomen Lysepuffer und frischem Cycloheximid, welches die Ribosomen
durch Blockieren der Translations-Elongation an der RNA fixiert. Der Verdau der nicht von
Ribosomen geschitzten RNA und die Ultrazentrifugation der Sucrosegradienten zur
Anreicherung der 80S-Ribosomen folgten (2.7.2.2 — 2.7.2.5). Die Gradienten wurden
anschlie3end fraktioniert und bei 260 nm im Microplate Reader gemessen. Dadurch konnten
die 80S-Ribosomenpeak-beinhaltenden Fraktionen bestimmt und die Fixierung der
Ribosomen auf der RNA durch das eingesetzte Cycloheximid Uberprift werden.

Die gemessenen Gradientenprofile der ersten zwei sequenzierten Replikate sind in
der Abbildung 3-10 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in den Fraktionen 14 — 17 beider
Replikate der 80S-Peak am prominentesten ausgepragt war. Die Fraktionen mit den
hochsten Werten wurden weiterbearbeitet, der Rest verworfen.
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Abbildung 3-10: Gradienten der ersten zwei sequenzierten Ribosome Profiling Replikate. Dargestellt sind
die bei 260 nm gemessenen Fraktionen der Sucrosegradienten des ersten (A) und zweiten (B) Experimentes.
Die angereicherten 80S-Ribosomen haben ihr Maximum in den Fraktionen 14 — 17. In zwei Proben wurde miR-
122 transfiziert und in zwei weiteren das anti-miR-122-LNA. Zusatzlich erfolgte die Elektroporation mit HCV-
Genomen in je einer der Proben. 6 Tage nach der Elektroporation wurden die Zellen lysiert und die Gradienten
gemessen.

Zur Kontrolle der Replikation des HC-Virus in den Zellen wurden sowohl Western Blots
als auch RT-gPCRs durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Uberpriifung beider Replikate sind in
der Abbildung 3-11 zusammengefasst. Sowohl bei dem ersten (A und C) als auch bei dem
zweiten Replikat (B und D) konnte in der miR-122 + HCV Probe (2) das virale Protein NS3
im Western Blot nachgewiesen werden. Die RT-gPCR bestétigte die HCV-Replikation in
dieser Probe durch den Nachweis der HCV-RNA in den Zellen. In den Proben, die nur mit
mMiR-122 oder anti-miR-122-LNA transfiziert wurden, konnten erwartungsgemal keine
viralen Proteine und keine HCV-RNA detektiert werden (1 und 3). Auch die anti-miR-122-
LNA + HCV Proben zeigte keine nachweisbare Infektion (4). Da beide Replikate einen 80S-
Ribosomenpeak und eine HCV-Infektion in der miR-122 + HCV Probe aufwiesen, wurden
die Experimente weitergefiihrt. Im Folgenden soll auf die einzelnen Schritte zur Generierung
der cDNA-Bibliothek eingegangen werden, wobei exemplarisch die Gelbilder des zweiten
Replikats gezeigt werden.
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Abbildung 3-11: Uberpriifung der HCV-Infektion mittels Western Blot (A und B) und RT-gPCR (C und D).
Getestet wurden das erste (A und C) sowie das zweite (B und D) sequenzierte Ribosome Profiling Replikat.
Huh-7.5-Zellen wurden mit miR-122 oder anti-miR-122-LNAs sowie HCV transfiziert und 6 Tage nach HCV
Zugabe entsprechend des Experimentes lysiert.

Nach der Kontrolle der Proben erfolgte eine erste GroRenselektion der RFs (2.7.2.7).
Auf einem 15 % Urea-PAA-Gel wurden die gereinigten Fraktionen aufgetrennt. Um
mdglichst nur mit RNA weiter zu arbeiten, die tatséchlich zum Zeitpunkt der Lyse von einem
Ribosom bedeckt und translatiert worden ist, wurden Fragmente mit einer Lange von 26 — 34
nt (durchschnittlich bedeckter Bereich) ausgeschnitten (Abbildung 3-12). RNA-Oligos
(Ni-Ni-19 und -20, M) dienten hierbei als Marker und wurden auch im Folgenden wie die
Proben weiterbearbeitet. Es ist zu erkennen, dass auch viele gréRere Nukleinsaure-
Fragmente vor der ersten Selektion in den RNA-Proben erhalten waren.
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Abbildung 3-12: Erste GroRenselektion der Fragmente.
Auf ein 15 % Urea-PAA-Gel wurden die vier Proben
aufgetragen (2, 3, 5, 6) und Markeroligos (M) mit einer
GroRe von 26 und 34 nt (1, 4, 7). Die auszuschneidenden
Bereiche sind durch eine Klammer gekennzeichnet.

Nach Reinigung der RNA aus den ausgeschnittenen Gelstiicken wurden die Proben

zur Vorbereitung auf eine Linkerligation dephosphoryliert (2.7.2.8, 2.7.2.9). Der Linker ist

ein DNA-Oligo, welcher mit Hilfe der T4-RNA-Ligase Uber ein Adenosin mit den RFs

verbunden wird. Es folgt eine zweite GrofRenselektion auf einem Gel, um nicht ligierte

Fragmente auszuschlieBen (2.7.2.10). Wie in Abbildung 3-13 zu erkennen ist, wurden auch

die Marker-Oligos als Kontrolle sowie zur Selektion ligiert, ausgeschnitten und

weiterbearbeitet. Am unteren Ende des Geles sind die nicht-ligierten Linker zu sehen.

[nt]
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Abbildung  3-13: Zweite GroRenselektion der
Fragmente. Auf ein 15 % Urea-PAA-Gel wurden die vier
ligierten Proben (2 — 5) und die ligierte Markeroligos (M) mit
einer GroRe von 44 und 52 nt (1, 6) aufgetragen. Die
auszuschneidenden Bereiche sind durch eine Klammer
gekennzeichnet.

Nach der Reinigung der Proben konnte mit einer reversen Transkriptase die RNA in

cDNA umgeschrieben werden (2.7.2.11). Der verwendete RT-Primer bindet an den Linker,

so dass die RFs transkribiert werden kénnen. Die urspringliche RNA wurde anschliel3end

mit Natriumhydroxid hydrolysiert. Die dritte GroRenselektion der Proben erfolgte auf einem
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6 % Urea-PAA-Gel (2.7.2.12). Zusatzlich wurden die revers transkribierten Markeroligos und
als Negativkontrolle (K) die RT-Primer aufgetragen (Abbildung 3-14).

Abbildung  3-14: Dritte  GroRenselektion  der
Fragmente. Auf ein 6 % Urea-PAA-Gel wurden die vier
revers transkribierten Proben (1 — 4) und Markeroligos (5,
M), sowie die RT-Primer als Negativkontrolle (6, K)
aufgetragen. Die auszuschneidenden Bereiche sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet.

Damit spezifische Bereiche des RT-Primers als Ansatz fir die PCR-Primer genutzt
werden konnten, mussten die cDNA-Fragmente zunéchst zirkularisiert werden (2.7.2.13).
Eine Test-PCR zeigte, ob dies erfolgreich war und Fragmente der richtigen Grof3e (ca.
170 bp) entstanden (Abbildung 3-15). Unterhalb der erwarteten Fragmentbanden sind
Produkte zu erkennen, die kein Insert besitzen, sondern reine zirkularisierte RT-Primer sind.

Die gro3eren DNA Fragmente sind vermutlich tber-amplifizierte PCR-Produkte.

Abbildung 3-15: Test-PCR zur Kontrolle der
Zirkularisierung. Auf ein 6 % PAA-Gel wurden die PCR-
Reaktionen der vier Proben (2 — 5), Markeroligos (6, M) und
die RT-Primer als Kontrolle (7, K) aufgetragen. Die Banden
der erwarteten Fragmente sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Zur zusatzlichen GréRenkontrolle wurde
ein HyperLadder 25 bp Marker (1, HL) hinzugefugt.

Da die rRNA 80 % an der gesamt-RNA-Menge ausmacht, wéare der Grof3teil der zu
sequenzierenden Fragmente rRNA-Ursprungs. Um dies zu verhindern, war ein weiterer
unverzichtbarer Schritt die rRNA-Depletion mit spezifischen Oligonukleotiden (2.7.2.14). In
diesem Schritt wird das Meiste an vorhandener cDNA aus ribosomaler RNA aus den Proben
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entfernt. Bei einer friitheren Durchfiihrung ware auf den Gelen kaum eine geniigend starke
Bande zum Ausschneiden zu erkennen gewesen, weshalb die Depletion erst nach der
Amplifikation am Ende durchgefihrt wird.

Bevor die finale Amplifikation der Proben erfolgte, wurde flr jede Probe die optimale
PCR-Zyklusanzahl bestimmt. In der Abbildung 3-16 ist eine solche PCR exemplarisch fur
eine der Proben dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in diesem Fall bei 20 Zyklen bereits
grolRere Nebenprodukte entstehen, wohingegen bei 12 Zyklen nur die RT-Primer amplifiziert
werden. Somit fiel die Wahl fur diese Probe entsprechend auf 16 Zyklen. An Ende des Gels

sieht man die Primeroligonukleotide.

Abbildung 3-16: Beispiel einer PCR zur Bestimmung der
Zyklusanzahl fur die finale Amplifikation der Probe. Auf ein 6 % PAA-
Gel wurden die PCR-Reaktionen einer Probe mit 20, 16 und 12 Zyklen (2
— 4) aufgetragen. Die Banden der richtigen GréRRe sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Fir die zusétzliche GroéRenkontrolle wurde ein
HyperLadder 25 bp Marker (1, HL) hinzugefiigt.

Nachdem fir jede Probe die optimale Zyklusanzahl bestimmt wurde, konnten in der
finalen PCR die Proben amplifiziert werden und eine vierte GrtRenselektion erfolgen
(2.7.2.16, 2.7.2.17). Neben den Proben wurde eine Wasserkontrolle (W) und eine RT-
Primer-Negativkontrolle (K) aufgetragen (Abbildung 3-17). In diesem Schritt ist besonders
darauf zu achten, dass bei jeder Probe ein anderer Index Primer verwendet wird, um die
Fragmente nach dem Sequenzieren zuordnen zu kénnen.

X\AOQX\,\O“ Abbildung 3-17 Finale PCR zur Amplifikation der
o @@f'\g@—'\‘ﬁ «i\@f\g@'\'& “ Proben. Auf ein 6 % PAA-Gel wurden die PCR-Reaktionen

der Proben (2, 3, 5, 6) aufgetragen. Die

[bp]

auszuschneidenden Banden der richtigen Grof3e sind mit
300 — einem Pfeil gekennzeichnet. Fir die zusatzliche
200 — GrolRenkontrolle wurde ein HyperLadder 25 bp Marker (1,

150 — HL), eine Wasserkontrolle (W, 7) und eine Negativkontrolle

100 — (K, 8) hinzugeflgt, (-) ist leer.

1 2 3 45 6 7 8
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Bevor die Proben zum Sequenzieren verschickt werden konnten, musste zum einen
die Konzentration mit Hilfe des Qubit™ gemessen (2.5.1.1) und zum anderen die Integritat
der Proben mit dem Bioanalyzer getestet werden (2.7.2.18). In der Abbildung 3-18 ist das
Ergebnis des Bioanalyzers fir das zweite Experiment gezeigt. Neben zwei Markerpeaks bei
35 und 10380 bp kann die GréRe der Proben abgelesen werden. Die RFs (A) liegen bei
etwa 175 bp, wobei zum Teil bei ca. 300 bp kleine Mengen an Uberamplifikaten detektiert
wurden. Die GroRRe der TR-Bibliotheken (B) liegt zwischen 200 und 500 bp.
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Abbildung 3-18: Uberpriifung der Proben des Experimentes mittels Bioanalyzer. Neben den aufgetragenen
Markern (35 und 10380 bp), kdnnen die GréRen der RFs in A und der TRs in B abgelesen werden. Dargestellt
sind jeweils die Fluoreszenz-Units (FU) gegenliber den Basenpaaren (bp).

Nachdem alle 16 generierten Proben Uberprift wurden, konnten je 20 pl an BGI
versendet werden, wobei die kurzen RFs mit 50 bp von einem Ende (engl. single end, SE)
und die langen TRs mit 100 bp von beiden Enden der Fragmente (engl. paired end, PE)
sequenziert wurden, um die Sequenzen vollstandig zu erhalten.

Fazit: Der Western Blot und die gPCR zu Beginn zeigten, dass HCV in den mit Jc1-RNA
und miR-122 transfizierten Huh-7.5-Zellen replizierte. Mit Hilfe der Gradienten konnte
zudem sichergestellt werden, dass nur von Ribosomen geschitzte RNA-Fragmente
weiterverwendet wurden. Nachdem die Bibliotheken der acht RF- und acht TR-Proben
generiert wurden und alle Kontrollen, sowie die Bioanalyzer-Messungen die erwarteten
Ergebnisse zeigten, konnten die Proben zum Sequenzieren versendet werden.
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3.3.1.1 Auswertung des ersten Ribosome Profiling Durchlaufs

Die bioinformatische Auswertung der zwei Ribosome Profiling Replikate des ersten
Durchlaufs erfolgte durch Rolf Hilker und Oliver Schwengers aus der AG Goesmann in
Giel3en. Die Anzahl an generierten Sequenzen lag zwischen 37 und 84 Millionen pro Probe.

Nachdem verschiedene Analysen durchgefiihrt wurden, zeigte sich, dass es keine
signifikante Korrelation zwischen den durchgefihrten Replikaten gab. In der Abbildung 3-19
ist als Beispiel die Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis, PCA)
zur Clusteruntersuchung der TR-Proben gezeigt. Eine PCA dient der vereinfachten
Darstellung komplexer Datensatze, indem verschiedene statistische Variablen den
Linearkombinationen (Komponenten) angendhert werden und so wenige neue Variablen die
gesamten Daten widerspiegeln. Die erste Hauptkomponente (PC1) spiegelt den grof3ten
Anteil an der Varianz wider, PC2 den zweitgré3ten. Es ist zu erkennen, dass die einzelnen
Proben der Replikate (farbig gleiche Punkte) nicht raumlich zusammenliegen, sondern eine
hohe Varianz aufzeigen, wodurch sich keine signifikant differenziell regulierten Gene

identifizieren liel3en.
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Abbildung 3-19: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Gesamt-
RNA (TR). Die erste Komponente (PC1) enthélt den gré3ten Anteil an
der Gesamtstreuung, die zweite den zweit haufigsten Anteil (PC2).

Wie in der Clusteranalyse (Abbildung 3-20) dargestellt ist, konnte auch zwischen den
beiden RF-Replikaten kaum eine Korrelation detektiert werden. Zwar bilden sich die zwei
erwarteten Hauptgruppen aus (RF und TR, siehe Dendrogramm), es erfolgte jedoch keine
deutliche Gruppierung der Replikate. Die TR-Proben unterscheiden sich im Allgemeinen
weniger voneinander als die RFs, wobei blau in der Abbildung einer hohen und rot einer
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niedrigen Korrelation entspricht. Es ist zu sehen, dass sich die Proben eines Experimentes
(E1 bzw. E2) mehr glichen als die korrespondierenden Replikate untereinander. Dies spricht
bereits fur eine geringe Anzahl an signifikant differenziell exprimierten Genen.
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Abbildung 3-20: Korrelationsanalyse der ersten sequenzierten Ribosome Profiling
Experimente. Aufgetragen sind die einzelnen Proben und wie diese zueinanderstehen. Die
Gesamt-RNA (TR) und die ribosomal geschiitzten RNA-Fragmente (RF) bilden zwei
Hauptgruppen (siehe Dendrogramm). Es ist zu erkennen, dass sich die unterschiedlich
behandelten Proben eines Experimentes (E1/E2) untereinander mehr &hneln als die jeweiligen
Replikate. Blau steht fiir eine hohe Korrelation und rot fiir eine geringe.

Um dennoch zu Uberprifen, ob signifikant differenziell regulierte Gene detektiert
werden kdnnen, wurden MA-Plots generiert (Abbildung 3-21). In dem Graph werden die
Unterschiede zwischen zwei Behandlungen visualisiert, indem der Logarithmus der Rate
der Expressionsanderung (engl. log fold change, logFC) der Expression der Anzahl der an

ein Gen gemappten Sequenzen gegenibergestellt ist. Differenziell regulierte Gene werden
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als rote Punkte dargestellt. Wie zu erkennen ist, konnte nur ein signifikant differenziell

reguliertes Gen (RNU5SE-1 (engl. RNA U5E small nuclear 1)) zwischen den HCV infizierten

und nicht-infizierten Zellen detektiert werden.
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Abbildung 3-21: MA-Plots zur Veranschaulichung der differenziellen

Genanalyse. Aufgetragen ist die logarithmische Anderungsrate (engl. log fold

change, logFC) der Expression gegeniiber der Anzahl der an ein Gen

gemappten Sequenzen. In der ersten Zeile werden die HCV-Proben mit den

miR-122-Proben verglichen und in der zweiten die anti-miR-122-LNA- mit den

miR-122-Proben.

Aufgrund der schlechten Korrelation

in diesen und weiteren differenziellen

Genanalysen (nicht gezeigt), wurde beschlossen, die Durchfiilhrung des Experimentes

anzupassen und das Experiment zu wiederholen, um auswertbare Daten zu generieren.
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Auf diesen zweiten Ribosome Profiling Durchgang, welcher drei Replikate
beinhaltete, soll im folgenden Kapitel naher eingegangen werden.

Fazit: Trotz der durchgefiihrten Kontrollen vor und wahrend der Praparation der
Ribosome Profiling Bibliotheken konnten nach dem Auswerten der generierten Daten
keine differenziell signifikant exprimierten Gene detektiert werden. Insgesamt ahnelten
sich die Proben eines Experimentes untereinander mehr als die korrespondierenden
gleichbehandelten Proben. Im Folgenden wurde deshalb die Durchfiihrung des Profilings
veréndert. Drei Replikate anstelle von zwei wurden parallel in denselben Zellpassagen
angefertigt und die RF- und TR-Proben gleichbehandelt.

3.3.2 Der zweite Ribosome Profiling Durchlauf

In dem zweiten sequenzierten Durchlauf des Ribosome Profilings sollte vermieden
werden, dass es erneut zu grol3en Abweichungen zwischen den Replikaten kommt. Aus
diesem Grund wurden einige Anderungen an der Durchfiihrung vorgenommen. Es wurden
zum einen mehr Zellen verwendet, um eine grolRere Ausgangsmenge an Material fur die
weiteren Schritte zu erhalten (2.7.2.1). Zum anderen erfolgte die Transfektion der HCV-RNA
mit Lipofektamine 2000, da sich dies im Laufe der Zeit als sicherere Methode erwies, bei
der deutlich weniger Zellen sterben als bei der Elektroporation. Auf3erdem wurden drei
Replikate parallel bearbeitet, das heil3st mit derselben Zellpassage und zum gleichen
Zeitpunkt. Die Zellen wurden demnach im gleichen Medium mit Kalberserum aus demselben
Aliquot kultiviert. Die TR-Proben wurden zudem nach einer randomisierten alkalischen
Fragmentierung in jedem Schritt genau wie die RFs behandelt und selektiert. Da in den anti-
miR-122-LNA-Proben HCV nicht replizieren kann, wurden diese Behandlungen
weggelassen und nur die miR-122-, miR-122 + HCV- und LNA-Bibliotheken hergestellt.

Funf Tage nach der Transfektion der genomischen HCV-RNA erfolgte zunachst ein
Western Blot und eine RT-gPCR, welche der Kontrolle der viralen Replikation dienten (2.3.5,
2.6.2, 2.7.1). Wie in der Abbildung 3-22 zu erkennen ist, konnten in allen drei HCV-Proben
(1 — 3) die viralen Proteine NS3 und Core detektiert werden. Die ausschlief3lich mit miR-122
und anti-miR-LNA transfizierten Proben (4 — 9) wiesen erwartungsgemaf keine viralen
Proteine auf.
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Abbildung 3-22: Kontrolle der HCV-Replikation im zweiten Ribosome
Profiling Versuch mittels Western Blot. Finf Tage nach der Transfektion
mit HCV + miR-122, miR-122 oder anti-miR-122-LNAs wurden die Huh-7.5-
Zellen fur den Western Blot lysiert. Detektiert wurden die viralen Proteine
NS3 und Core, sowie das zellulare Protein GAPDH.

Mit Hilfe der RT-gPCR wurde nicht nur kontrolliert, ob HCV repliziert (Abbildung
3-23, A), sondern auch, ob die LNAs die miR-122 ausreichend sequestrieren (Abbildung
3-23, B), was der Fall war. Die HCV-Genome konnten ausschlieRlich in den drei jeweiligen
Proben (HCV 1 - 3) in vergleichbaren Mengen detektiert werden. Die miR-122 war sowohl
in den HCV- als auch in den miR-122-Proben in &hnlicher Menge messbar (B, HCV 1 — 3
und miR-122 1 — 3). In den LNA-Proben hingegen wurde die miR-122 wie geplant
sequestriert (B, LNA 1 — 3). Da die Kontrollen die erwarteten Ergebnisse zeigten, wurden
die Proben fir den zweiten Ribosome Profiling Durchlauf am folgenden Tag lysiert.
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HCV miR-122 LNA HCV miR-122 LNA

Abbildung 3-23: Kontrolle der HCV-Replikation (A) und der miR-122 Menge (B) im zweiten Ribosome
Profiling Durchlauf mittels RT-gPCR. Finf Tage nach der Transfektion wurden die Huh-7.5-Zellen fur die
gPCR lysiert. Dargestellt ist die relative Menge an Nukleinséuren im Verhéltnis zu Probe 1 (HCV 1).
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Wie beim ersten Durchlauf wurden am Tag der Zelllyse die RNAs fir die RFs, welche
nicht von translatierenden Ribosomen geschutzt sind, verdaut und eine Ultrazentrifugation
mit Sucrosegradienten durchgefiihrt (2.7.2.2 — 2.7.2.5). Mit Hilfe der Gradienten konnte die
Wirkung des Cycloheximids Uberprift und zudem die 80S-Ribosomen angereichert werden.
In der Abbildung 3-24 sind die Profile der Gradienten zusammengefasst. Es ist zu sehen,
dass der 80S-Peak gut ausgepragt und je nach Probe am prominentesten in den Fraktionen
12 — 17 ist. Mit den vier Fraktionen pro Probe, welche den hdchsten 80S-Anteil zeigten,
wurde weitergearbeitet, der Rest wurde verworfen.

3,5 4
—4-HCV 1

—4-HCV 2
-4-HCV 3
miR-122 1
-0-miR-122 2
©-miR-122 3
LNA 1
LNA 2
LNA 3

UV-Absorption bei 260 nm

1 3 5 7 9 M1 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Fraktion

Abbildung 3-24: Gradienten der zweiten Ribosome Profiling Durchlaufs. Dargestellt sind die
bei 260 nm gemessenen Fraktionen der Ultrazentrifugation. Die 80S-Ribosomenpeaks haben ihr

Maximum je nach Probe in den Fraktionen 12 — 17.

Die TR-Proben sollten in diesen Experimenten genau wie die RFs bearbeitet werden,
um Unterschiede aufgrund der Handhabung zu vermeiden. Hierfir musste die RNA
zunachst randomisiert fragmentiert werden (2.7.2.6). Die Lange der Inkubation der RNA mit
der alkalischen Losung wurde im Vorfeld getestet, damit die entstehenden Fragmente
madglichst in dem Bereich der Grol3e der RFs liegen. Die Test-Fragmentierung, in der 20,
40, 60 und 80 Minuten Inkubationszeiten miteinander verglichen wurden, ist in Abbildung
3-25 gezeigt. Als GrolRenkontrolle wurden die fur die erste Gré3enselektion verwendeten
Markeroligos mit auf das Gel aufgetragen (Spur 1). Anhand des Bildes, wurden die Proben
60 min fragmentiert, da in dieser Zeit am meisten RNA zwischen 34 und 26 nt entsteht.



Ergebnisse |97

W PR
[nt] e hat— i
Abbildung 3-25 Test der Inkubationszeit der gesamt RNA mit der
34 *|' | alkalischen Fragmentationslésung. Als GréRenkontrollen wurden
26 — e die zwei Markeroligos Ni-NI-19 und -20 eingesetzt (M, 1). 20, 40, 60
' und 80 min (2 — 5) Inkubationszeiten wurden verglichen.
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Die weiteren Schritte des zweiten Durchlaufes, das heif3t die GrolRenselektionen,
Linker-Ligation, reverse Transkription, Zirkularisierung, rRNA-Depletion und die PCRs
erfolgten wie im ersten Durchlauf, weshalb an dieser Stelle auf die erneute Darstellung der
Gele verzichtet werden soll (2.7.2.7 — 2.7.2.17, 3.3.1). Alle Gele zeigten die erwarteten
Banden, so dass die Proben bis zum Ende weiterverarbeitet werden konnten.
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Abbildung 3-26: Kontrolle der generierten cDNA-Bibliotheken im zweiten Profiling Durchlauf. In A ist der
schematische Aufbau der generierten PCR-Produkte gezeigt. In B und C ist beispielhaft die GroRenverteilung
der Proben HCV1-RF (B) und TR (C) dargestellt. Mit Hilfe des aufgetragenen Markers (35 und 10380 bp),
kénnen die GroRen der Proben abgelesen werden. Dargestellt sind jeweils die Fluoreszenz-Units (FU)
gegeniber den Basenpaaren (bp).

Nach der finalen PCR wurden die 18 generierten cDNA-Bibliotheken mit dem

Bioanalyzer kontrolliert.
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Die Produkte hatten insgesamt Langen von ca. 165 — 175 bp (Abbildung 3-26, A) und
setzten sich aus Bereichen zusammen, an denen der lllumina Sequenzierprimer ansetzten
kann (blau), aus der Indexsequenz (rot), welche fir die Zuordnung der Proben notwendig
ist, und dem eigentlichen RF- oder TR-Fragment (grun). Beispielhaft gezeigt ist die
gemessene GroRRenverteilung der Proben HCV1 RF (B) und TF (C). Ein Marker wurde als
interne Kontrolle aufgetragen. Insgesamt wurde weniger tberamplifiziertes PCR-Produkt
detektiert als in dem ersten Durchlauf (Abbildung 3-18). Die gemessenen Konzentrationen
der Bibliotheken schwankten zwischen 0,7 und 14,1 ng/ul und konnten durch BGI in

Hongkong sequenziert werden (alle einheitlich mit SE50).

Fazit: Der Western Blot und die RT-gPCR zeigten, dass HCV in den transfizierten Huh-
7.5-Zellen replizierte. Zudem wurde der miR-122-Gehalt in den Zellen und somit die
Sequestrierung durch die LNAs Uberprift. Mit Hilfe der Sucrosegradienten konnte zudem
sichergestellt werden, dass nur von Ribosomen geschiitzte RNA-Fragmente
weiterverwendet wurden. Nachdem die cDNA-Bibliotheken generiert wurden und alle
Kontrollen sowie die Bioanalyzer-Messungen die erwarteten Ergebnisse zeigten,
konnten die Proben zum Sequenzieren versendet werden.

3.3.2.1 Auswertung des zweiten Ribosome Profiling Durchgangs

Die bioinformatische Auswertung der Ribosome Profiling Daten erfolgte durch Jochen
Bathke in der AG Goesmann (Giel3en) und durch Audrey Michel in der AG Baranov (Cork).

Zunachst wurde die zellulare Genexpression mittels einer Hauptkomponentenanalyse
untersucht. Es sollte somit Uberprift werden, ob sich Cluster bilden lassen und es eine
Korrelation zwischen den Proben der verschiedenen Replikate gibt (Abbildung 3-27). Nur
Sequenzen mit einer Lange zwischen 25 und 34 nt wurden mit in die Graphik einbezogen.
Es ist zu sehen, dass die TR- (grau) und die RF-Proben (blau) jeweils eine Hauptgruppe
bilden. Die Hauptkomponente 1 (PC1) stellt den grof3ten Anteil an der Gesamtstreuung dar
(89 %). Innerhalb der Gruppen sind die Unterschiede schwécher ausgepragt. Schaut man
sich die neun RFs an, féllt auf, dass sich die HCV-Proben (blaue A) von den restlichen
Proben deutlich absetzen und eine eigene Untergruppe bilden. Die miR-122- (e) und die
anti-miR-122-LNA- (m) Proben liegen nah beieinander. Insgesamt weisen die TR-Proben
untereinander eine geringere Varianz auf als die RF-Proben. In diesem Experiment waren
also, im Gegensatz zum vorigen Experiment, mehr Unterschiede zwischen den einzelnen
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Behandlungen als zwischen den Replikaten einer Behandlung zu erwarten, das Experiment
konnte also vorlaufig als erfolgreich bewertet und weiter analysiert werden.
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Abbildung 3-27: Hauptkomponentenanalyse (PCA) des zweiten Ribosome Profiling
Durchlaufs. Die erste Komponente (PC1l) enthalt den grof3ten Anteil an der
Gesamtstreuung (89 %), die zweite den zweit groten Anteil (PC2). Die von den
Ribosomen geschitzten RNA-Fragmente (RF) sind in blau dargestellt und die gesamt
RNA (TR) in grau.

Um einen genaueren Einblick in die Daten zu erlangen, wurden MA-Plots angefertigt,
welche die differenzielle Genanalyse widerspiegeln (Abbildung 3-28). In dem Graph werden
die Unterschiede zwischen zwei Proben visualisiert, indem der Logarithmus der Rate der
Expressionsanderung der Anzahl der an ein Gen gemappten Sequenzen (25 — 34 nt)
gegenibergestellt ist (siehe Experiment 1). Die roten Punkte stellen signifikant veranderte
Gene dar (hier adjustierter P-Wert von < 0,05). Es ist zu erkennen, dass die Zugabe der
anti-miR-122-LNAs nahezu keinen signifikanten Einfluss auf die zellulare Genexpression
hat. Im Gegensatz dazu zeigen sich einige signifikant veranderte Gene bei dem Vergleich
von HCV positiven (HCV) und negativen Zellen (miR-122), was fur eine verénderte

Genexpression spricht.
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Abbildung 3-28: MA-Plots zur ersten Veranschaulichung der differenziellen Genanalyse.
Aufgetragen ist die logarithmische Anderungsrate (engl. log fold change, logFC) der Expression
gegenuber der Anzahl der an ein Gen gemappten Sequenzen. In der ersten Spalte werden die HCV-
Proben mit den miR-122-Proben verglichen und in der zweiten die LNA- mit den miR-122-Proben.
Die von den Ribosomen geschiitzten RNA-Fragmente (RF) sind oben dargestellt und die gesamt

RNA (TR) unten. Die roten Punkte stellen signifikant (adjustierter P-Wert von 0,05) verdnderte Gene
dar.

Da wahrend dieser ersten Beurteilung der differenziellen Genanalyse kaum
signifikante Unterschiede zwischen den miR-122-Proben und den LNA-Proben festgestellt
wurden, konzentrierte sich die restliche Auswertung auf den Vergleich von HCV positiven
und negativen Zellen. Im Folgenden wurden Sequenzen in die Auswertung einbezogen, die
mindestens 25 und maximal 40 nt lang waren. Zudem mussten mehr als drei sequenzierte

Fragmente an ein Gen gemappt haben, und die Sequenz durfte nur einer spezifischen Stelle
im Genom zuzuordnen sein.
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Die Hauptkomponentenanalyse wurde erneut mit den angepassten Parametern
berechnet und ist graphisch in der Abbildung 3-29 gezeigt. Wie zuvor bilden die blauen RF-
und die grauen TR-Proben zwei getrennte Hauptgruppen. Die Proben untereinander (HCV
A und miR-122 e) weisen geringe Varianzen auf, sind jedoch gut als Gruppen
identifizierbar. Es ist zu sehen, dass je eine miR-122-RF- und eine HCV-RF-Probe weiter
abseits der Menge liegen. In den folgenden Analysen der zellularen Genexpression wurden
deshalb alle Replikate in samtlichen Kombinationen miteinander verglichen. Die Ergebnisse
fielen jeweils sehr &hnlich aus, sogar, wenn die vermeintlichen Ausrei3er nicht mit
einbezogen wurden (nicht gezeigt).
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Abbildung 3-29: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der HCV infizierten Zellen im Vergleich zu nicht
infizierten Zellen. Die erste Komponente (PC1) enthélt den gro3ten Anteil an der Gesamtstreuung (88 %), die
zweite den zweit grofiten Anteil (PC2). Die von den Ribosomen geschiitzten RNA-Fragmente (RF) sind in blau
dargestellt und die gesamt RNA (TR) in grau. Nur Sequenzen mit einer Lange zwischen 25 und 40 nt wurden
einbezogen.

Mit Hilfe von Metagen-Analysen konnte die allgemeine Verteilung der Ribosomen auf
den zellularen RNAs kontrolliert werden. Dabei wird der Durchschnitt aller translatierten
ORFs in einer Graphik zusammengefasst, wobei die verschieden langen ORFs intern
abgekirzt werden und so zusammen dargestellt werden kénnen. Wie der Abbildung 3-30
zu entnehmen ist, verdndert HCV die Translationsinitiation und -termination in den Zellen
nicht. Bei beiden Proben beginnt vor dem Startcodon eine kleine Rampe, welche in einen
Ribosomenpeak am Startcodon Ubergeht (A, C). Nach einem ca. 100 nt langen steilen
Anstieg der gemappten Sequenzen sind die Ribosomen gleichmaRig tber die codierenden
Sequenzen verteilt. Am Stoppcodon (B, D) kommt es zu einem scharfen Abfall der Mengen
an von Ribosomen gebundener RNA.



Ergebnisse |102

A B
c HCV-RF Start c HCV-RF Stop
@ ©
£ e g~
NS NS
£5 £5
2z 2z
[0 X0
© ©
14 14
300 -200 -100 O 100 200 300 -300 200 -100 O 100 200 300
C Position vom Startcodon D Position vom Stopcodon
S miR-RF Start g miR-RF Stop
<€ c =
o O T O
N N N N
£5 £5
X4 2z
TO T O
iz @
-300 -200 -100 0 100 200 300 -300 -200 -100 0 100 200 300
Position vom Startcodon Position vom Stopcodon

Abbildung 3-30: Metagen-Analyse des Profilings zur Kontrolle der Translationsinitiation und -
termination. Aufgetragen ist die relative Anzahl an durchschnittlich gemappten RF-Sequenzen der HCV-Proben
(A, B) und miR-122-Proben (C, D) gegenuber der Position von Startcodon (A, C) und Stoppcodon (B, D).

Im Folgenden soll auf die differenziell exprimierten Gene und Signalwege

eingegangen werden.

Fazit: Die ersten bioinformatischen Analysen des Ribosome Profilings zeigten, dass die
HCV- und miR-122-Proben differenzierbare Cluster bilden. Die anti-miR-122-LNA
Proben hingegen bildeten zusammen mit den miR-122-Proben eine gemeinsame
Gruppe. Die MA-Plots zur ersten Untersuchung der differenziell exprimierten Gene
bestatigten, dass ausschlief3lich in den HCV-transfizierten Zellen nach sechs Tagen eine
veranderte Genexpression detektiert werden konnte, nicht jedoch in den LNA-Proben,
weswegen diese in folgenden Analysen nicht weiter beriicksichtigt wurden. Die Metagen-
Analysen zeigten eine erwartete Verteilung der Ribosomen Uber die ORFs aller Gene,
so dass eine genauere Auswertung der Daten sinnvoll erschien.
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3.3.2.2 Differenziell exprimierte Gene und Signalwege

Welche Gene signifikant differenziell in HCV infizierten Zellen, im Vergleich zu nicht-
infizierten Proben, exprimiert sind, konnte mit Hilfe des Programms DESeq?2 berechnet und
durch das Programm Trips-Viz visualisiert werden. Insgesamt wurden nur Sequenzen mit
einer Lange von mindestens 25 nt, welche einer spezifischen Stelle im Genom zugeordnet
werden konnten, einbezogen. Es wurde eine z-Transformation angewendet, um die
statistischen Variablen vergleichbar zu machen. Dies ist wichtig, da in niedrig exprimierten
Genen, im Vergleich zu den hoch exprimierten, eine héhere Varianz der Proben zu erwarten
ist. Samtliche Gene wurden dafiir zunachst nach ihrem Expressionslevel in 300 Gruppen
eingeteilt und einzelne z-Werte berechnet.

In der Abbildung 3-31 A und B ist der Zweierlogarithmus des FC (also der
Expressionsédnderung) gegeniber dem berechneten geometrischen Mittel der
Expressionsstarke aufgetragen. Einige besonders hoch exprimierte Gene sind auf der
rechten Seite in hellgrau beschriftet. Die gelbe Linie markiert die Grenze der hoch signifikant
differenziell regulierten Gene. Von den transkriptionell regulierten Genen (TR, A) sind in den
HCV-infizierten Zellen insgesamt 14 Gene bedeutend hoch (grine Punkte) und 6 herunter
(rote Punkte) reguliert. Bei den translationell regulierten (RF, B) wurden 16 hoch und nur
3 Gene herunter reguliert, wobei einige mit den transkriptionell regulierten Genen
Uberlappen. Auffallig ist, dass von den sechs transkriptionell runterregulierten Genen flnf
mitochondrial codiert sind (MT-CO2, ND1, ND3, ND4 und ND4L). Alle regulierten Gene sind
in C zusammengefasst.

Neben den in der Abbildung 3-31 gezeigten Genen, welche transkriptionell und/oder
translationell messbar verdnderte Expression zeigen, wurde weiterhin untersucht, welche
Gene spezifisch auf translationeller Ebene reguliert sind. Fur diesen Zweck wurde das
Verhaltnis der veradnderten Expression zwischen der Translation und der Transkription
gebildet, das heit die Anderungsrate FC-RF geteilt durch FC-TR.
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IANKRD1 IAnkyrin Repeat Domain 1 RF A
AREG IAmphiregulin RF A
ARG1 IArginase 1 TRY RFVY
IASNS IAsparagine Synthetase TR A
BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2 TR A
ICHAC1 ChaC Glutathione Specific Gamma-Glutamylcyclotransferase 1 RF A
ICXCL5 IC-X-C Motif Chemokine Ligand 5 RF A
ICYR61 Cysteine-rich angiogenic inducer 61 TR A
DAB2 Disabled Homolog 2 TR A
DDIT3 DNA Damage Inducible Transcript 3 TR A, RF A
DUSP1 Dual Specificity Phosphatase 1 TR A, RF A
IGDF15 Growth differentiation factor 15 TR A, RF A
H3F3A H3 Histone Family Member 3A RF ¥
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 RF A
INHBE Inhibin Beta E Subunit RF A
JUN Jun Proto-Oncogene TR A
MT-CO2 Mitochondrial Cytochrome C Oxidase Il TmRY
MT-ND1 Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1 TRY
IMT-ND3 Mitochondrial NADH dehydrogenase 3 TRY
IMT-ND4 Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 4 TRY
IMT-ND4L Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 4L TRY
IPHLDA1 Pleckstrin Homology Like Domain Family A Member 1 RF A
PPP1R15A Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A TR A, RF A
[SESN2 Sestrin 2 RF A
ISLC3A2 Solute Carrier Family 3 Member 2 TR A, RF A
ISNRPG ISmall Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide G RF ¥
ISQSTM1 ISequestosome 1 TR A, RF A
ITHBS1 [Thrombospondin 1 TR A RF A
ITRIB3 [Tribbles Pseudokinase 3 TR A, RF A
UAP1L1 UDP-N-Acetylglucosamine Pyrophosphorylase 1 Like 1 TR A

Abbildung 3-31: Differenzielle Genexpression in HCV infizierten Zellen im Vergleich zu nicht
infizierten Zellen. Die Daten wurden nach Expressionsstarke in Gruppen aufgeteilt und individuelle z-
Werte berechnet. Die gelben Linien markieren die Signifikanzgrenze. Aufgetragen wurde der
Zweierlogarithmus (log2) der Anderungsrate (engl. fold change, FC) gegenilber dem berechneten
geometrischen Mittel der Expressionsstarke. Die transkriptionell regulierten Gene (TR) sind in A, die
translationell regulierten Gene (RF) in B zusammengefasst. Griine Punkte markieren hoch und rote
runter regulieret Gene. In C sind alle regulierten Gene genannt ('¥ herunter reguiert, A hoch reguliert).
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Es konnten 14 Gene identifiziert werden, die eine signifikante Regulation der
Translation aufwiesen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-32 zusammengefasst. Nur Gene,
die jeweils bei den TR- und den RF-Proben einen angepassten p-Wert (engl. adjusted p-
value, padj) von unter 0,05 aufweisen, wurden in die Berechnung einbezogen. Die
translationelle Veranderung der Genexpression im Verhéltnis zur transkriptionellen musste
mindestens ein Drittel betragen (siehe A). Diese translationell regulierten Gene sind in B als
Heatmap zur besseren Visualisierung dargestellt. Es fallt auf, dass die Translation
insgesamt herunter reguliert ist, was auch an der Verteilung der Punkte relativ zur Nulllinie
zu sehen ist (Abbildung 3-31 B). Nur zwei der Top 14 Kandidaten wurden translationell hoch
reguliert (SLC7A1 und PPP1R15A). Auf der anderen Seite ist zu erkennen, dass die
Genexpression allgemein bei allen in der Liste aufgeflihrten Genen wahrend der HCV-
Infektion hoch reguliert wurde. Als Beispiel ist zudem in C die Genexpression des
translationell in HCV-infizierten Zellen runterregulierte ANKRD1 (Ankyrin Repeat Domain 1)
gezeigt. Es ist zu sehen, dass die Proben der drei Replikate zusammenliegende Gruppen
bilden und nahezu keine ANKRD1-RNA in den miR-122 Proben detektiert wurde. Bei der
Betrachtung der HCV-Proben ist zu erkennen, dass ca. doppelt so viele Sequenzen in den
TR im Vergleich zu RF-Proben detektiert wurden. Trotz deutlich gestiegener Transkription
des Gens durch die HCV-Infektion ist die Translation also nicht proportional, sondern
deutlich geringer angestiegen und das Gen somit zusatzlich auf translationeller Ebene
reguliert.

Das ebenfalls in der Liste zu findende Gen PPP1R15A (Protein Phosphatase 1
Regulatory Subunit 15A) ist dafir bekannt, translationell durch zwei 5 vom
proteincodierenden Haupt-ORF gelegene kleine ORFs (engl. upstream ORF, uORF)
reguliert zu werden. Aus diesem Grund wurde die Ribosomenverteilung auf dieser RNA im
Folgenden genauer betrachtet.
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A
Gen Gen Name HCV-RF vs miR-122-RFHCV-TF vs miR-122-TR] Verhaltnis
FC padij FC padij FCIFC
IANXA3 IAnnexin A3 1,951 0,003 2,928 0,019 0,666
CTH ICystathionine Gamma-Lyase 1,779 0,029 3,257 0,001 0,546
DAB2 Disabled Homolog 2 1,749 0,004 2,934 0,000 0,596
JUN lJun Proto-Oncogene 2,880 0,000 4,122 0,000 0,699
SLC7A1 Solute Carrier Family 7 Member 1 2,240 0,000 1,650 0,049 1,357
(Growth Arrestand DNA
GADD45A Damage Inducible Alpha 2,195 0,048 4,342 0,001 0,506
ITNFRSF12A  |[TNF Receptor Superfamily Member 12A 2,960 0,009 4,047 0,000 0,732
Protein Phosphatase 1
PPP1R15A Regulatory Subunit 15A 4,815 0,000 2,289 0,000 2,103
BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2 1,911 0,001 2,646 0,000 0,722
IANKRD1 IAnkyrin Repeat Domain 1 9,194 0,000 17,378 0,000 0,529
IATF3 IActivating Transcription Factor 3 4,033 0,000 21,792 0,000 0,185
DUSP1 Dual Specificity Phosphatase 1 2,428 0,005 4,318 0,000 0,562
INHBE |Inhibin Beta E Subunit 6,102 0,000 23,072 0,000 0,264
IAREG I/-\mphiregulin 5,772 0,000 8,117 0,000 0,711
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Abbildung 3-32: Translationelle Regulation in HCV-infizierten Zellen. 14 Gene konnten
identifiziert werden die ein signifikant verandertes Verhaltnis der Expression zwischen der
Transkription und der Translation aufwiesen. Nur Gene die jeweils transkriptionell (TR) und
translationell (RF) einen angepassten p-Wert (padj) von unter 0,05 aufweisen wurden in die
Berechnung einbezogen. Die translationelle Verénderung der Genexpression im Verhaltnis zur
transkriptionellen musste mindestens ein Drittel betragen. A: Zusammenfassung der Gene mit
ihren jeweiligen x-fachen Veranderungen (FC), dem p-Wert, sowie dem berechneten Verhéltnis.
B: Heatmap der Gene. C: Genexpression des translationell in HCV-infizierten Zellen
runterregulierten ANKRD1.

Kurze uORFs inhibieren meist die Translation von mRNAS, bis Stresssituationen in
der Zelle eine erhdhte Translation notig machen. In der Abbildung 3-33 ist die Ribosomen-
Verteilung auf der bereits genannten PPP1R15A-mRNA gezeigt. Zwei von Ribosomen
besetzte uUORFs im Leserahmen 1 (Raster gezahlt vom 5 -Ende der mRNA) kénnen auch
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hier detektiert werden (weil3e Striche markieren jeweils Startcodons und graue
Stoppcodons). Der Tabelle in Abbildung 3-32 A ist zu entnehmen, dass die Transkription
des Gens in HCV-infizierten Zellen bereits etwas mehr als doppelt so hoch ist. Demnach ist
auch insgesamt die Translation durch die Menge an verfigbarer RNA erhoht. Bei der
Betrachtung der Ribosomen-Verteilung erkennt man jedoch, dass auf den uORFs in den
HCV-Proben (rot) im Verhaltnis deutlich weniger Ribosomen sitzen als auf dem eigentlichen
ORF (Leserahmen 3). Es kommt also erkennbar zur hochregulierten Translation des Genes.

PPP1R15A

Start Stop
—— HCV

301 —— miR-122
20+

101

Normalisierte Sequenzanzahl

0 erey

0 500 1000 1500 2000
Leserahmen mRNA Position (nt)

3/ |

Abbildung 3-33: Detaillierte Analyse der Ribosomen-Verteilung auf dem durch 5 -gelegene ORFs (UORF)
regulierten Gen PPP1R5A. Die normalisierte Anzahl an gemappten Sequenzen ist gegenuber der mRNA
Position aufgetragen. Die rote Linie reprasentiert die Ribosomen-Verteilung in HCV-infizierten und die blaue
Linie in nicht-infizierten Huh-7.5-Zellen. Die drei unter dem Graph abgebildeten Leserahmen zeigen die Position
von Startcodons (weil3er Strich) und Stoppcodons (grauer Strich), Zahlung beginnend mit Nukleotid 1 der
MRNA.

KEGG-Analysen (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ermdglichten
die Identifizierung der durch die HCV-Infektion regulierten Signalwege in den Huh-7.5-
Zellen. Die am starksten regulierten Wege (p < 0,05) umfassen unter anderem die
Osteoklasten-Differenzierung (hsa04380), den MAPK-Weg (hsa04010), den TGF-3-Weg
(hsa04350), den Retinol-Metabolismus (hsa00830), den p53-Weg (hsa04115) und die
ErbB-Aktivierung (hsa04012). In der Abbildung 3-34 ist beispielhaft ein Ausschnitt des
Retinol-Metabolismus-Signalweges dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die ionisierte
Retinsaure durch verschiedene hochregulierte Cytochrome P450 (CYP, grin) in
unterschiedliche Endprodukte abgebaut wird, was die Vermutung nahelegt, dass die
Retinsédure-Konzentration in den Zellen dadurch sinkt.
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Abbildung 3-34: Ausschnitt des signifikant regulierten Retinol-
Metabolismus. Hochregulierte Gene sind grin unterlegt, nicht detektierte
weil3. CYP: Cytochrom P450

Auf die Darstellung der anderen Signalwege soll an dieser Stelle verzichtet werden.

Fazit: Insgesamt zeigte sich keine extrem starke Verdnderung der Genexpression in
HCV-infizierten Huh-7.5-Zellen 6 Tage nach der Transfektion. Einige spezifische Gene
wurden hingegen signifikant sowohl auf transkriptioneller als auch translationeller Ebene
reguliert. Hochreguliert wurden vor allem ER-Stress-induzierte Gene, welche die mit der
HCV-Replikation oder mit der Krebsentstehung in Verbindung stehen, und
herunterreguliert wurden solche Gene, die in Mitochondrien codiert sind. Verschiedene
Signalwege wurden ebenfalls von der viralen Infektion beeinflusst, wobei auf all dies in
der Diskussion ndher eingegangen werden soll.



Diskussion | 109

4 Diskussion

Interaktionen zwischen verschiedenen Faktoren bilden das Fundament fir samtliche
biologischen Prozesse in der Natur. Nicht nur auf globaler und zellularer Ebene sind solche
Wechselbeziehungen von immenser Bedeutung, sondern auch fur virale
Replikationsmechanismen. Viele zelluléare Interaktionspartner sind noch nicht bekannt und
auch die Hintergrinde der Wechselwirkungen und Funktionen héufig kaum n&her
charakterisiert. In der HCV-Forschung stellt dieses Gebiet einen wichtigen
Forschungsbereich dar, zur Entschlisselung pathogener Mechanismen und zur
Entwicklung neuer antiviraler Therapien.

Vorangegangene Studien zeigten die Abhangigkeit des HCV von einigen zellularen
Faktoren, wie den Rezeptoren fiir die Anlagerung des Virus an die Wirtszellen, den
Proteinen zur Bildung des MW, verschiedenen Lipoproteinen und vor allem der miR-122.
Es ist bekannt, dass die miR-122-Anlagerung an die HCV 5UTR unter anderem zur
Stabilisierung und Translationsforderung fihrt, aber nicht, welchen Einfluss die anderen
Bindungsstellen im viralen Genom haben. Neue Methoden wie NGS und gro3e Proteomik-
Analysen ermdglichen es, Informationen Uber Veranderungen in infizierten Zellen zu
erlangen. Wie genau die transkriptionelle und translationelle Anpassung genomweit ablauft
und wie es im Detail zur Entstehung von HCV-induziertem HCC kommt, ist bis heute nicht
bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, zunachst die Interaktion zwischen der
leberspezifischen miR-122 und den bisher nur wenig untersuchten Bindungsstellen in der
NS5B-codierenden Region und der 3'UTR des HCV-Genoms naher zu beleuchten. Des
Weiteren konnte der Einfluss der HCV-Infektion auf die zellulare Genexpression mit Hilfe
der Ribosome Profiing Methode n&her analysiert werden, um mogliche
Umprogrammierungen in der Zelle zu detektieren und neue Interaktionspartner zu
identifizieren.

4.1 Funktioneller Einfluss der miR-122-Bindung an das
HCV-Genom

Zellulare microRNAs spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation verschiedener
Prozesse, da sie unter anderem die Stabilitdt und Translation von anderen RNAs
beeinflussen konnen. Infizieren Viren eine Zelle, werden sie selbst teils stark von miRNAs
reguliert, entweder direkt durch die Bindung dieser an die virale Nukleinsaure oder indirekt
durch den Einfluss von miRNAs auf die zellularen Gene. Manche Viren machen sich
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bestimmte zellulare ncRNAs zu Nutze, sind abhangig von ihnen oder codieren sogar selbst
fur solche [261,262].

Die HCV-Replikation ohne Anwesenheit der leberspezifischen miR-122 ist nur auf
sehr basalem Level moglich [207], ihre Wirkung tragt also vermutlich deutlich zum
Lebertropismus des Virus bei. Sowohl in Zellkultur als auch in Patienten kann mittels
Abfangen der miR-122 die HCV-RNA-Akkumulation signifikant reduziert werden [32,263].
Die miR-122 wirkt nicht nur indirekt durch die Modellierung des Lipidhaushaltes der
Hepatozyten [151] auf den Replikationszyklus des Virus, sondern auch direkt aufgrund der
Bindung an Zielsequenzen im HCV-Genom [32]. Diese Anlagerung erfolgt in einem Komplex
mit Ago2 an mindestens funf konservierte Bindungsstellen im viralen Genom [190-194].

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die positive
Gesamtwirkung der miR-122-Bindung an die HCV 5"UTR aus mehreren Effektorfunktionen
zusammen setzt: die virale RNA wird vor Degradierung geschutzt, die Formierung der IRES
und die Effizienz der Translation mafRgeblich erhdoht sowie die Replikation gefordert
[200,34,205,195,203,33]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden miR-122-
Zielsequenzen S1 und S2 in der 5"UTR des HCV-Jc1 einzeln mutiert und die Auswirkungen
untersucht (siehe Abbildung 3-6 und Abbildung 3-7). Einige der genannten Erkenntnisse
konnten dabei bestatigt werden. Sowohl nach zwei als auch nach drei Tagen wurden mittels
Western Blot keine viralen Proteine bei den S1- und S2-Mutanten detektiert (Abbildung 3-6,
Spur 1 und 2). Zudem konnten keine infizierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
gefunden werden (Abbildung 3-7). In verschiedenen RT-qPCRs zeigte sich, dass keine
detektierbaren Mengen an Minusstrangen gebildet und die eingebrachten Plusstréange
schneller abgebaut wurden (Daten nicht gezeigt, [35] und L. Shalamova - unverdffentlicht).
Insgesamt scheinen sehr viele Faktoren zusammen dafiir zu sorgen, dass der
Replikationszyklus so stark gestort wird, dass nahezu keine viralen Partikel mehr gebildet

werden kénnen.

4.1.1 Die miR-122-Bindung an die NS5B-codierende Region und 3'UTR

In den letzten Jahren wurden weitere konservierte miR-122-Zielsequenzen im
hinteren Ende des HCV-Genoms identifiziert [191,206,190]. Uber die mdgliche Funktion der
Anlagerung des miRNPs an die hoch konservierten Bindungsstellen in der NS5B-
codierenden Region (5B.2 und 3) und an die VR der 3"UTR ist nur wenig bekannt, weshalb
sie im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht werden sollten.

Die Zielsequenzen in der Jc1-RNA wurden zunadchst separat mutiert und zusammen

mit den bereits genannten S1- und S2-Mutanten untersucht. Zwei Tage nach der
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Transfektion der Huh-7.5-Zellen mit der HCV-RNA konnten sowohl im Western Blot
(Abbildung 3-6, A) als auch in der Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 3-7) nur leichte
Unterschiede in der Signalstarke zwischen 5B.2m, 5B.3m und S3m detektiert werden. Drei
Tage nach der Transfektion dagegen zeigte sich im Western Blot ein gréRerer Unterschied
(Abbildung 3-6, B). Der Wt zeigte deutlich starkere NS3- und Core-Proteinbanden als die
eingesetzten Mutanten, was besonders im Vergleich zu 5B.2m und 5B.3m deutlich wurde.

Um genauere Untersuchungen zu erméglichen, wurden im Folgenden auch eine 5B-
Doppelmutante und eine Dreifachmutante 5B.2/3/S3m eingesetzt. Die Western Blot
Ergebnisse nach drei Tagen (Abbildung 3-8, A) zeigten die selbe Verteilung an
Proteinmengen flr die Einzelmutanten 5B.2 und 5B.3 wie zuvor (Abbildung 3-6, B). Bei der
Doppel- und Dreifachmutante konnten, wie bei S3m, vergleichbar starke Banden detektiert
werden. Finf Tage nach der Transfektion wurden dagegen stéarkere Unterschiede sichtbar
(Abbildung 3-8, B). Die geringsten Mengen an viralem Protein konnte bei 5B.2m, gefolgt von
5B.3m, detektiert werden. Zwischen Wt, S3m sowie der Dreifachmutante zeigten sich keine
auffalligen Unterschiede. Die Doppelmutante hingegen wies deutlich starkere Banden auf.
Die Menge an detektierten Proteinen spiegelte sich ebenfalls in der gemessenen Anzahl an
HCV-Genomen wider (Abbildung 3-9). Demnach ist die Replikation des Genoms
moglicherweise ein Grund fur die detektierten Proteinmengen, da bereits unterschiedliche
Mengen an viraler RNA fir die Translation zur Verfiigung standen. Fir die Doppelmutante
wurden am meisten Genome detektiert. Die Dreifachmutante und S3m wiesen annéhrend
keine Unterschiede zum Wt auf, 5B.3m zeigte leicht verringerte Mengen an RNA.

Den starksten Unterschied im Vergleich zum Wt wies die 5B.2-Mutante mit halb so
vielen HCV-Genomen auf und zeigte somit den am starksten signifikanten negativen
Einfluss der Mutation der miR-122-Bindungsstelle auf den Replikationszyklus. Dies
widerspricht den von Nasheri et al. publizierten Ergebnissen, in denen die Autoren zwar
ebenfalls einen deutlichen Effekt fur die mutierte 5B.2m-Bindestelle zeigten, jedoch in der
RT-gPCR eine Steigerung des RNA-Levels sowohl nach 72 h als auch nach 120 h
detektierten und zusatzlich eine erhdhte Translation mafRen [206]. Eingesetzt wurden dort
jedoch Luziferase-Reporterkonstrukte mit einer Genotyp 1 (Conl) NS3 — 3'UTR-Sequenz.
Dies ist eine mogliche Erklarung fir die detektierten Unterschiede, da bereits gezeigt
werden konnte, dass sowohl der Genotyp als auch viele RNA-RNA-Interaktionen Uber
langere Strecken des Genoms Einfluss auf die miR-Bindung und den damit
zusammenhangenden Effekt haben [194]. AulRerdem kdnnen weitere Proteine, die sich an
den miRNP-Komplex oder die virale RNA anlagern, zu Veranderungen der Replikation
fuhren, oder auch der untersuchte Zeitpunkt nach der Infektion und somit das Stadium des
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Replikationszyklus. Eine im Jahr 2019 von Bernier und Sagan veroffentlichte Studie
bestatigt wiederum die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse [196]. So wurden bei einer
Mutation der 5B.2-Sequenz weniger virale Proteine, weniger akkumulierte HCV-RNA und
zudem weniger Virionen detektiert. Es zeigte sich, dass durch Einsatz komplementar
mutierter miR-122 die urspringliche Fitness des Virus nicht wiederhergestellt werden
konnte, was darauf schlieBen lasst, dass moglicherweise auch die Sequenz an sich,
beispielsweise fur andere Interaktionen, von Bedeutung ist.

Weitere Experimente zur genaueren Analyse der Funktion der einzelnen
Bindungsstellen waren an dieser Stelle winschenswert. Der Einsatz von kompensierenden
miR-122-5B.2m sollte in dem hier eingesetzten vollstdndigen System getestet werden, um
zu Uberprifen, ob so die Infektiositat und Replikation des Virus wiederhergestellt werden
kann. Zudem koénnten RT-gPCRs zur Detektion von produzierten Minusstrangen zu
verschiedenen Zeitpunkten eingesetzt werden, um die Replikationsabhangigkeit genauer zu
analysieren, und auch der Einsatz von Polymerase-defizienten Konstrukten zur
Uberprifung der Translation und RNA-Stabilitat ware denkbar.

Insgesamt scheint die Interaktion von miR-122/Ago2-Komplexen mit den
Bindungsstellen im HCV-Genom sehr komplex zu sein. Es ist gut vorstellbar, dass je nach
Stadium im Replikationszyklus die Bindung an die verschiedenen Zielsequenzen im HCV-
Genom von unterschiedlich starker Bedeutung ist. Aufgrund der Anlagerung des miRNP-
Komplexes an die virale RNA kann es zur Veradnderung der Sekundarstruktur der RNA
kommen und somit zu Verschiebungen der Wechselwirkungen mit anderen RNA-Bereichen
sowie Proteinen. Da die miR-Anlagerung von der Zuganglichkeit der RNA anhéngig ist, kann
es so zu einem dynamischen Wechsel zwischen verschiedenen Strukturen und Ereignissen
kommen [194].

4.2 Ribosome Profiling mit HCV-infizierten Zellen

Der Kdrper eines erwachsenen Menschen besteht aus ~20 Billionen Zellen und lasst
sich in verschiedene Organe und mehrere hundert Zelltypen einteilen [264]. Die Zelltypen
unterscheiden sich in ihren Aufgaben zum Teil immens voneinander und basieren doch alle
auf einer einzelnen Zygote. Die DNA-Sequenz der differenzierten Zellen ist grofdtenteils
gleich, wohingegen die akkumulierten RNA- und Protein-Molekiile sehr stark variieren [157].
Dies zeigt, von welch enormer Bedeutung die Regulation der Genexpression in der
Entwicklung ist. Kommt es zu externen Stimuli wie Hormonausschuttungen, Temperatur-
oder Sauerstoffveranderungen, Infektionen oder malignen Transformationen, missen die
Zellen spezifisch reagieren konnen, um Krankheiten des Organismus abzuwenden.
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Bei einer HCV-Infektion kommt es zu einer komplexen Interaktion zwischen dem Wirt
und dem Virus, welche sowohl zu einer Eliminierung als auch zu einer Persistenz des Virus
und somit zu einer chronischen Infektion fihren kann [265]. Welche Verdnderungen der
Genexpression in den Hepatozyten genau ablaufen und somit zu Folgeerkrankungen fihren
konnen, ist bis heute nicht vollstandig geklart. Aus diesem Grund wurden Ribosome Profiling
Experimente durchgefiihrt, um detailliertere Erkenntnisse tber die transkriptionelle und
translationelle Regulation in HCV-infizierten Zellen zu erlangen.

4.2.1 Durchfuhrung der Ribosome Profiling Experimente

Die Methode des Hochdurchsatz NGS bildet die Basis fir verschiedenste Analysen
wie der Genom- und Transkriptom-Sequenzierung. Sie stellt allerdings auch neue
Anforderungen an die experimentelle Durchfiihrung und Auswertung der generierten Daten.
Zwei Ribosome Profiling Durchlaufe mit zwei bzw. drei Replikaten wurden wéahrend der
experimentellen Arbeiten fur diese Dissertation sequenziert und analysiert.

In mehreren vorangegangenen Testlaufen (nicht gezeigt) wurden einige Details am
Versuchsaufbau angepasst und im Vergleich zu dem urspringlichen Ingolia-Protokoll
verandert [260]. Eine der wichtigsten Anpassung war die Isolierung der auf der RNA mit
Cycloheximid arretierten 80S-Ribosomen durch Ultrazentrifugation und Gradienten-
Fraktionierung. So konnte nicht nur die Wirkung des Cycloheximids Uberpruft werden,
sondern auch solche RNAs von spateren Analysen ausgeschlossen werden, an welche
andere Proteine als Ribosomen gebunden hatten [266]. Aufgrund der zuséatzlichen
Selektionsschritte musste jedoch auch mehr Ausgangsmaterial verwendet werden.

Obwohl alle Schritte des ersten Durchlaufs genau kontrolliert wurden, machte die
Auswertung deutlich, dass es hohe Varianzen zwischen den zwei angefertigten Replikaten
gab (siehe 3.3.1). Die Ahnlichkeit der einzelnen Proben eines Replikates waren groRer als
die der gleich behandelten Proben untereinander (Abbildung 3-20). Mehrere Grunde sind
hierfir vorstellbar, die vermutlich in unterschiedlichem MalRe zu diesem Ergebnis
beigetragen haben. Die Transfektion der Zellen koénnte bereits unterschiedlich effizient
gewesen sein, wodurch von Anfang an ungleiche Bedingungen geherrscht haben. Bei der
Elektroporation sterben 30 — 60 % der eingesetzten Zellen abhangig vom pH-Wert, der
Temperatur und weiteren Faktoren [267], so dass es zu verschiedenen Konzentrationen an
Ausgangsmaterial gekommen sein kann. Zudem wurden unterschiedliche Zellpassagen fir
die zwei Replikate des ersten Experiments verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass sich
je nach Alter und Zellstatus die Morphologie der Zellen verandern kann, sie unterschiedlich
auf externe Stimuli reagieren, verschieden stark wachsen und eine andere
Proteinexpression aufweisen [268,269]. Ebenso wurde jeweils frisch angesetztes 10 %iges
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DMEM in den Experimenten verwendet. Seren wie FBS sind von Charge zu Charge
unterschiedlich und kénnen mit ihren tber 1000 Komponenten eine sehr hohe Variabilitat in
den Zellen hervorrufen. Es ist bekannt, dass bereits im picomolaren Bereich veranderte
Hormonkonzentrationen starke Auswirkungen auf den Stoffwechsel von einigen Zellen
haben [270,271]. Auch die Erstellung der Bibliotheken kann zu Differenzen gefuhrt haben.
Abweichungen in den Inkubationszeiten, leicht veréanderte Losung der Nukleinsduren aus
den Gelen, etwas unterschiedliches Ausschneiden der Banden, unterschiedliche Chargen
der verwendeten Enzyme und Variationen bei der PCR-Amplifikation kénnen dazu
beigetragen haben. Die Sequenzierung selbst erfolgte zu unterschiedlichen Zeiten, hat eine
Fehlerrate von bis zu 0,1 % und kann durch die Anzahl an Sequenzen nur einen Teil der
Fragmente darstellen [272]. Zudem sind zwei Replikate sehr wenig, um signifikante
Ergebnisse zu generieren. Einer Studie zufolge werden selbst bei drei Replikaten nur 20 —
40 % der signifikant differenziell exprimierten Gene gefunden, und es wird empfohlen,
mindestens sechs Replikate anzufertigen [273]. Insgesamt sorgten also vermutlich mehrere
Faktoren fur die hohe Varianz der Proben zwischen den ersten zwei Replikaten, die zu
keinem auswertbaren Ergebnis fihrten.

Im zweiten Durchlauf wurde deswegen alles parallel durchgefihrt und immer jeweils
mit genau den gleichen Zellen und L&sungen gearbeitet, um moglichst geringe
experimentelle Varianz einzubringen. Sieht man sich den PCA-Plot an, ist zu erkennen,
dass die gleich behandelten Proben in jenem Durchlauf Gruppen bildeten, sich aber
dennoch untereinander leicht unterschieden (Abbildung 3-27 und Abbildung 3-29).

Zusammenfassend sollten dementsprechend viele Faktoren beim Durchfihren
solcher NGS-Experimente bedacht und mindestens drei Replikate angefertigt werden.

4.2.2 Einfluss der miR-122 auf die Genexpression in Huh-7.5-Zellen

Die miR-122 ist die abundanteste miRNA in adulten Hepatozyten. Sie reguliert unter
anderem den Fettsauremetabolismus und INF-Signalwege und ist als Tumorsupressor
aktiv, in dem sie zur Differenzierung der Hepatozyten beitragt. Durch miR-122-knock-out
Versuche in Mausen und Sequestrierungen zeigte sich eine Absenkung des Cholesterol-
Levels und die Entstehung von Erkrankungen der Leber, wie Fibrose und Krebs [274]. HCV
bindet die miR-122 und macht sie so in der Zellkultur fur zellulare Ziel-mRNA unzuganglich,
was das onkogene Potenzial des Virus zu verstarken scheint [190]. In Studien mit Patienten-
Biopsien zeigte sich jedoch, dass in HCV-induziertem HCC die miR-122-Menge im
Vergleich zu gesunden Leberzellproben sogar erhdht sein kann [275,276]. In welchem
Umfang die Hepatozyten das Abfangen der miRNA durch die virale RNA ausgleichen
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konnen und wie sich letztlich dabei die zellulare Genexpression &ndert, ist nicht genau
erforscht.

Die von Jochen Bathke durchgefiihrten PCA, MA-Plots und differenziellen
Genanalysen zeigten wider Erwarten keine signifikanten Unterschiede zwischen der miR-
122- und der anti-miR-122-LNA-Probe (Abbildung 3-27 und Abbildung 3-28). Ein Grund
dafiir kdnnte sein, dass insgesamt noch genug an freier miR-122 in den LNA behandelten
Zellen zur Verfugung stand, um die Genregulation weitestgehend aufrecht zu erhalten. Je
nach Replikat konnten im Vergleich zur nicht behandelten Probe noch 3 — 5 % der miR-122
mit Hilfe der RT-gPCR detektiert werden (Abbildung 3-23). Aul3erdem handelt es sich bei
den Huh-7.5-Zellen um HCC-Zellen, welche zum einen aufgrund ihrer hohen miR-122- und
CD81-Expression, zum anderen wegen einer Mutation im RIG-I-Gen und dem damit
einhergehenden Defekt der Interferon-Antwort, speziell fir die HCV-Replikation in Zellkultur
entwickelt wurde. Da die miR-122 auch zur Krebsentstehung beitragen kann und die
Interferonbildung unterstutzt, ware es moglich, dass der Einfluss in den verwendeten Huh-
7.5-Zellen deutlich geringer ausfallt oder zum Teil gar keinen Einfluss auf die Genexpression
zeigt, als es bei anderen Hepatozyten-Zelllinien der Fall ware.

Weitere RT-qPCR Experimente waren hier angebracht, um spezielle miR-122-
Zielgene nach Behandlung mit LNAs in Huh-7.5-Zellen und einer anderen Leberzelllinie als
Vergleich zu messen, um genauere Aussagen treffen zu kénnen.

4.2.3 Einfluss der HCV-Infektion auf die Genexpression in Huh-7.5-
Zellen

Mehrere veroffentlichte Studien zeigten, dass die virale Infektion mit dem HC-Virus
Folgen fir verschiedene zellulare Ablaufe hat und somit die Homoostase stéren und
Erkrankungen wie Zirrhosen und HCC auslésen kann [218]. Die Details, wie sich der HCV-
Replikationszyklus auf die transkriptionelle und translationelle zellulare Antwort auswirkt,
sind aber bis jetzt nicht vollstandig geklart. Ein Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag
deshalb auf der Analyse des Einflusses einer HCV-Infektion auf die zellulare Genexpression
[259,277].

Durchgefuihrte Metagen-Analysen zeigten zunachst die durchschnittliche Verteilung
der Ribosomen auf den zellularen, translatierten ORFs (Abbildung 3-30). Dabei wurde
deutlich, dass eine Infektion mit HCV die globale Translationsinitiation und -termination in
den Huh-7.5-Zellen nicht maRgeblich beeinflusst. Nach dem Startcodon ist in allen Proben
zunachst eine ca. 100 nt lange Rampe detektiert worden, bevor es zur gleichmafiigen
Verteilung der Ribosomen Uber die ORFs kommt. Dies liegt vermutlich daran, dass die
ersten 30 — 50 Codons eines ORFs nur sehr ineffizient translatiert werden und somit eine
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Aufstauung von Ribosomen verhindert wird [278]. Hinter den Stoppcodons konnten
erwartungsgemal nahezu keine Ribosomen in den UTRs detektiert werden.

Unabhangig von einer HCV-Infektion wurden einige Gene besonders hoch in den Huh-
7.5-Zellen exprimiert (Abbildung 3-31, A und B in grau). Am starksten exprimiert wurde AFP
(Alpha Fetoprotein), welches vor allem in der fotalen und neonatalen Leber exprimiert wird,
jedoch auch bei Leberschdden und HCC. Es wird deswegen auch als diagnostischer
Tumormarker und als mdglicher Ansatz fur Immuntherapie verwendet [279]. Da es sich bei
den hier eingesetzten Zellen um eine Tumorzelllinie handelt, kann AFP ebenfalls als
Tumormarker angesehen werden. Das stark exprimierte Albumin (ALB), sowie die
Fettsduresynthetase (FASN) und verschiedene Apolipoproteine sind charakteristisch fur
Leberzellen und zeigen, dass die Huh-7.5-Zellen nach wie vor hepatozytische
Expressionsmuster aufweisen [259].

Im Folgenden soll auf die differenziell regulierten Gene und Signalwege néher
eingegangen werden.

4.2.3.1 Differenziell regulierte Gene

Insgesamt zeigte sich, dass eine chronische HCV-Infektion nur einen recht geringen
Einfluss auf die Genexpression der Huh-7.5-Zellen hatte, denn sechs Tage nach der
Transfektion mit der Jc1-RNA wurden nur wenige signifikant differenziell regulierte Gene
detektiert (siehe Abbildung 3-31). Als chronisches Virus vermeidet HCV maoglicherweise
eine allumfassende Umprogrammierung der Zelle, um zu verhindern, dass eine starke
Immunantwort gebildet wird und die Wirtszellen in Apoptose gehen. Dies ermdglicht es dem
Virus héchstwahrscheinlich, sich teils unbemerkt in der Leber zu vermehren.

Signifikant auf transkriptioneller beziehungsweise translationeller Ebene herunter
reguliert waren nur acht Gene (siehe Abbildung 3-31). Eines dieser Gene ist die Arginase
ARG1, welche den finalen Schritt des Harnstoffzyklus katalysiert und Arginin zu Ornithin und
Harnstoff abbaut. Diese Reaktion spielt zudem eine Rolle in der Suppression der
Immunantwort durch Verminderung des bioverfiigbaren Stickstoffgehaltes (in Form von
Arginin) im Extrazellularraum [280]. Man konnte also spekulieren, dass durch die
Reduzierung der Expression von ARG1 mehr intrazellulare AS fir die HCV-Replikation und
das Zellwachstum zur Verfigung stehen. Ebenfalls herunter reguliert ist H3F3A, eine
Isoform von Histon H3, welches eine Rolle fiir die Struktur der Nukleosomen spielt. Ein
Zusammenhang zwischen HCV/HCC und H3F3A ist bisher nicht bekannt, jedoch stehen
Mutationen im H3F3A-Gen mit verschiedenen Krebsarten in Verbindung [281]. Das

translationell negativ regulierte SNRPG spielt eine wichtige Rolle bei dem Zusammenbau
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des SpleiBosoms. Ungleichgewichte in der Expression von Splei3ingfaktoren kdnnen zu
einer Heterogenitat in den Hepatozyten fihren und so ebenfalls die Krebsentstehung
fordern [282].

Interessanter Weise codieren die anderen auf transkriptionellem Level signifikant
herunter regulierten Gene fir Untereinheiten des Komplex | (NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase, NADH-Dehydrogenase, MT-ND) und des Komplex IV (Cytochorm c¢/O»-
Oxidoreduktase, Cytochrom-C-Oxidase, MT-CO) der mitochondrialen Atmungskette. MT-
ND1, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L und MT-CO2 sind allesamt Bestandteile des
enzymatischen Kerns der Komplexe und in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert
[283—-285]. Diese stark hydrophoben Membranproteine sind essentiell fir den
Redoxmetabolismus und werden neben acht weiteren Proteinen direkt von den
Mitochondrien codiert, was eine schnelle und effektive Regulation der Genexpression
ermdglicht [286]. Diese frilhe Beeinflussung des zellularen Metabolismus kénnte in HCV-
infizierten Zellen zum oftmals in Tumorzellen observierten Warburg-Effekt beitragen und die
Krebsentstehung fordern (siehe 4.2.3.4, Abbildung 4-1) [277]. Das Virus hatte durch die
Umprogrammierung der Zellen moglicherweise mehr anabole Metabolite wie Ribosen, AS
und Lipide zur Verfiigung und kdnnte besser replizieren.

Die bei der HCV-Infektion signifikant hoch regulierten Gene stehen vor allem in
Verbindung mit dem ER-Stress, der Beeinflussung von verschiedenen Signalwegen, der
HCV-Replikation und der Karzinogenese.

ANKRD1 wird durch Stress, NS5A und Calciumausschittung héher exprimiert und
spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme der HCV-Partikel in die Hepatozyten, was
vermutlich am Einfluss auf den Lipidmetabolismus der Zelle liegt [287]. ASNS bildet ATP-
abhangig Asparagin aus Aspartat und wird bei Stress, Hypoxie und Aminosauremangel
vermehrt gebildet [288]. HCV kodnnte (wie bei ARG1) so zusatzlich mit AS versorgt werden.
BMP2 ist in die Osteoblasten-Differenzierung involviert und aktiviert zudem Kinasen, welche
fur die elF2-Phosphorylierung und damit einhergehend die Inhibierung der zellularen
Translation zustandig sind [289]. An der Regulation der oxidativen Homdostase der Zelle ist
CHAC1 durch Degradierung von Glutathion beteiligt. Der erhdhte Verbrauch von Glutathion
spielt eine Rolle bei der Einleitung der Apoptose, wodurch CHAC1 zu den pro-apoptotischen
Faktoren der Antwort auf ungefaltete Proteine der ATF/DDIT3-Kaskade gehort [290]. DAB2
ist ein Adapterprotein der LDL-Rezeptoren und nimmt so Einfluss auf die Clathrin-vermittelte
Endozytose [291]. DDIT3 reguliert die Autophagie und Apoptose und hat einen positiven

Effekt auf die Genexpression von spezifischen Genen wie PPP1R15 (siehe unten) [292].
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Das ebenfalls hoch regulierte DUSP1 ist an der Dephosphorylierung der MAPK beteiligt und
wirkt somit auf Stressoren wie HCV, indem es unter anderem die INF-Antwort unterdriickt
[293]. INHBE gehort ebenfalls zur TGF-Familie, wird vor allem in der Leber exprimiert und
inhibiert die Proliferation, die DNA-Synthese und die Insulinresistenzbildung [294]. Es
konnte dementsprechend das HCV-induzierte Zellwachstum hemmen und es so dem Virus
ermoglichen, sich langer versteckt zu vermehren. PHLDAL wird durch ER-Stress induziert
und hat gewebespezifische Rollen bei der Férderung oder Verminderung des Wachstums
und der Metastasierung von Krebszellen [295]. PPP1R15A ist eine Untereinheit der elF2-
Phosphatase, welche die elF2-Kinase antagonisiert [296]. Wéahrend einer HCV-Infektion
sorgt die oszillierende Expression der beiden Enzyme flir eine Regulation der globalen
zellularen  Translation durch  Phosphorylierung und  Dephosphorylierung des
Initiationsfaktors [297]. Besonders fur die Erholungsphasen der Zellen nach und wahrend
der Stressinduktion spielt das Protein eine wichtige Rolle. SESN2 reguliert verschiedene
metabolische Prozesse und spielt eine Rolle beim Schutz gegen oxidativen und
genotoxischen Stress. Es kann vermutlich sowohl die Translation als Antwort auf den ER-
Stress herunter regulieren als auch die Transkription fur antioxidative Enzyme durch Nrf2-
abhéngige metabolische Umprogrammierung steigern [298]. TRIB3 kontrolliert die
Stressantwort, Uberlebensmechanismen der Zelle und metabolische Prozesse [299]. Bei
zunehmendem ER-Stress ruft TRIB3 die Apoptose der Zelle durch negative Regulation des
Akt-Signalwegs hervor. In HCV-infizierten Hepatozyten steigt zwar die Genexpression von
TRIB3, sowohl auf mRNA- als auch Protein-Ebene an, jedoch stért NS3 den TRIB3-Akt-
Weg, sodass das Virus die Apoptose der Zelle inhibiert und weiter replizieren kann [300].
Einige der in den infizierten Huh-7.5-Zellen hoch regulierten Gene sind dafir bekannt,
in direktem Zusammenhang mit der Kanzerogenese zu stehen und teils sogar speziell die
HCC-Entstehung zu férdern. CXCL5 gehort zur Gruppe der Chemokine und férdert die
Proliferation sowie die Migration von Krebszellen [301]. In den Lipidmetabolismus ist CYR61
involviert und unterstitzt zudem die Bildung eines metastasischen Phenotyps von
Krebszellen [302]. Das Protoonkogen JUN reguliert eine Vielzahl an zellularen Aktivitaten
wie Proliferation, Apoptose, Tumorgenese und Morphogenese. Es ist der am friihesten
beschriebene onkogene Transkriptionsfaktor [303]. SLC3A2 spielt bei der metabolischen
Umprogrammierung der Zellen eine Rolle und wird durch ER-Stress induziert. Es handelt
sich um einen AS-Transporter, welcher direkt von dem Onkogen MYC reguliert wird und
durch verstarkten Transport von Aminosduren fur das Zellwachstum ebenfalls in engem

Zusammenhang mit der Kanzerogenese steht. Neben der Bereitstellung von AS fir die
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Proteinsynthese wird zudem der mTOR-Signalweg (engl. mechanistic/mammalian Target of
Rapamycin) aktiviert [304]. THBS1 tragt zur Adhésion von Tumorzellen sowie zu deren
Invasion, Migration und Proliferation bei [305].

Vier detektierte Gene wurden bereits direkt in den Zusammenhang der HCV-
induzierten HCC-Entstehung gebracht. AREG wird wahrend der akuten und chronischen
Leberschadigung induziert und schutzt die Hepatozyten vor der Einleitung der Apoptose. Es
ist bekannt, dass AREG in HCV-infizierten Zellen durch NS3 hoch reguliert wird und somit
das Zellwachstum stimuliert, was wiederum zur Bildung von Zirrhosen und Krebs beitragt.
AREG ist aulRerdem essentiell fir den Zusammenbau der Virionen und deren Freisetzung
aus den Zellen [306]. GDF15 gehdrt zur TGF-3-Familie und wird als Biomarker bei der
Diagnose von Lebererkrankungen verwendet. HCV induziert seine Expression, wodurch es
zu einer erhéhten DNA-Synthese, Zell Proliferation und Invasion der Zellen kommt [307].
SQSTML1 ist ebenfalls in HCC-Patienten hoch reguliert und involviert in die Autophagie. Eine
Krebsentstehung wird durch die Nrf2-abhéngige metabolische Umprogrammierung
gefordert [308]. Hierbei werden Enzyme des Pentose-Phosphat-Weges hoch reguliert und
die Konzentrationen von Metaboliten wie Glutathion erhdht. Andererseits sinkt die Menge
an Metaboliten der Glykolyse und des Cirtratzyklus. UAP1L1 ist ein entscheidender Faktor
fur die Zellproliferation in Hepatozyten durch die Regulation der Expresssion der
Acetylglucosaminyltransferase. Die Menge der UAP1L1-Expression korreliert mit einer
schlechten Prognose fir HCC-Patienten [309].

Insgesamt kann das kanzerogene Potential von HCV also auch in den bereits
immortalen Huh-7.5-Krebszellen erkannt werden. Nicht nur spezifische krebsférdernde
Gene, sondern auch Faktoren, welche an der metabolischen Umprogrammierung und
Umstrukturierung der Zelle beteiligt sind und somit zur HCC-Entstehung beitragen kdnnten,

wurden als differentiell reguliert detektiert.

4.2.3.2 Translationelle Regulation von Genen

Bei genauerer Betrachtung der Translation fiel auf, dass durchschnittlich die gesamte
Translationsmenge in den infizierten Huh-7.5-Zellen herunter reguliert war (Abbildung 3-31
B). Dies liegt vermutlich an dem durch HCV-induziertem ER-Stress, welcher wiederum zu
einer Phosphorylierung von elF2a fuhrt [297]. In Folge dessen wird der
Prainitiationskomplex abgebaut und es kommt zu einer globalen Hemmung der zelluléaren
Translation [310].
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Neben den in der Abbildung 3-31 gezeigten Genen, welche transkriptionell und/oder
translationell eine verénderte Expression zeigten, konnten durch die Bildung des
Verhéltnisses von FC-RF zu FC-TR Gene identifiziert werden, welche eine spezifische
Veranderung auf translationeller Ebene aufwiesen. Es ist auffallig, dass nur zwei der auf
translationeller Ebene regulierten Gene (PPP1R15A und SLC7A) hoch und alle anderen
herunter reguliert sind. Neben den oben bereits beschriebenen Genen ANKRD1, AREG,
BMP2, DAB2, DUSP1 INHBE, JUN und PPP1R15A zeigten sechs weitere Gene eine
signifikante Regulation auf translationeller Ebene (Abbildung 3-32).

ANXAS3 bindet calciumabhangig azide Phospholipide und hat unter anderem Einfluss
auf die Differenzierung und Migration von Zellen [311,312]. Fir HCV ist ANXA3 ein co-
Faktor bei der Bildung der viralen Partikel [313]. ATF3 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher
durch verschiedene Promotoren und Isoformen die Transkription von Genen sowohl an-, als
auch abschalten kann. Aktiviert wird er unter anderem durch Cytokine und ER-Stress und
spielt zudem eine Rolle in der Abwehr von Pathogenen [314]. CTH katalysiert den finalen
Schritt bei der Synthese von Cystein aus Methionin. Durch die Bildung von H.S wird zudem
indirekt das Zellwachstum reguliert [315]. GADDA45A ist vor allem in der DNA-Reparatur und
Genom-Stabilisierung involviert. Durch die enge Assoziation mit dem MAPK-Weg bildet das
Protein einen Stresssensor und wirkt als Tumorsuppressor [316]. SLC7A1 ist ebenso wie
SLC3A2 (siehe oben) ein Aminoséuretransporter [317]. TNFRSF12A gehort zur Cytokin-
Rezeptorfamilie und spielt somit eine Rolle in verschiedensten physiologischen Prozessen
wie der Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Entziindungsreaktionen [318].

Detaillierter untersucht wurde die verstarkte Translation des PPP1R15A, da dieses
Gen fir seine UORF regulierte Expression bekannt ist. Unerwarteter Weise wiesen andere
durch denselben Mechanismus regulierte Gene wie beispielsweise ATF4 keine signifikant
hdhere Expression auf. Im Maus PPP1R15A-Gen wurde gezeigt, dass unter normalen
Bedingungen die Ribosomen am zweiten der zwei sich Uberlappenden uORFs reinitiieren
und somit die Translation des Haupt-ORFs herunter regulieren [319]. Bei zellularem Stress
hingegen passieren die Ribosomen die uORFs und starten die Translation am eigentlichen
ORF [320]. Im Gegensatz dazu sind die beiden uORFs beim Menschen getrennt
voneinander. Der zweite UORF ist hier vermutlich wichtiger als der erste, wobei beide nétig
sind, um die Translation der Haupt-ORFs herunter zu regulieren [321]. Die hier gezeigten
Ergebnisse (Abbildung 3-33) weisen darauf hin, dass beide uORFs sowohl unter normalen
Bedingungen als auch bei einer HCV-Infektion von Ribosomen besetzt sind. Unter HCV-

replizierenden Bedingungen ist jedoch die Belagerung von Ribosomen am Ende des
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zweiten ORFs, welcher die Initiation der Haupt-ORFs stort, schwacher, so dass dieser
verstarkt translatiert wird. Im Verhaltnis zu normalen Konditionen wird der eigentliche ORF
mehr als doppelt so stark von Ribosomen abgelesen wie der entsprechende uORF.
Insgesamt zeigte sich eine schwéchere translationelle Regulation spezifischer Gene
durch uORFs als urspriinglich erwartet. Mdglicherweise ware diese Regulation zu friheren
Zeitpunkten nach Beginn der HCV-Replikation besser zu erkennen gewesen, wenn sich die

Zelle noch nicht auf die neue Situation einstellen konnte.

4.2.3.3 Differenziell regulierte Signhalwege

In der durchgefiihrten KEGG-Analyse zeigte sich ebenfalls, dass die HCV-Replikation
Einfluss auf die infizierten Zellen genommen hatte.

Am starksten signifikant beeinflusst war der Weg der Osteoklasten-Differenzierung.
Wie genau eine HCV-Infektion mit der verstarkten Bildung von Knochengewebe
resorbierenden Osteoklasten zusammenhéngt, ist nicht bekannt. Vermutet wird, dass die
Infektion neben mdglichen direkten Mechanismen auch indirekt durch die Induktion von
Fibrose und Entztindungsreaktionen dazu beitragen kdnnte [322]. Mehrere Studien zeigten
bereits, dass HCV-infizierte Patienten ein bis zu 65 % erhdhtes Risiko tragen, an
Osteoporose zu erkranken, und oftmals eine verringerte Knochendichte aufwiesen, auch
wenn noch keine nachweisbare Leberfibrose vorlag [322—-324].

Ein weiterer hochregulierter Signalweg ist der MAPK-Weg, welcher an der Steuerung
der Zellproliferation, des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt ist. In HCV-infizierten
Patienten und Zellen wurde eine Aktivierung der MAPK sowie von c-JUN gezeigt und eine
damit einhergehende Proliferation und HCC-Entwicklung. Besonders die E2- und Core-
Proteine scheinen direkt an dieser Aktivierung beteiligt zu sein [325,247].

Auch der veranderte TGF-B-Signalweg ist daflir bekannt, eine zentrale Rolle bei der
Entstehung von Lebererkrankungen wie Fibrosen, Zirrhosen und Krebs zu spielen [326].
Erhohte Werte an TGF- stehen im Zusammenhang mit einer schlechten Prognose fir
Erkrankte, wobei in frlhen Krebsstadien TGF-B die Zellproliferation hemmt und die
Apoptose steigert und erst in spateren Stadien die Tumorgenese und Metastase fordert
[327]. HCV-infizierte Hepatozyten geben zudem TGF-31 und andere profibrotische Faktoren
an ihre Umgebung ab und beeinflussen dadurch unter anderem die HSC-Genexpression,
wodurch es verstarkt zur Fibrosierung kommt [328].

Uberraschenderweise zahlte auch der eng mit den HSCs zusammenhangende
Retinol-Metabolismus zu den am ausgepragtesten regulierten Signalwegen. Besonders der
Abbau von ionisierter Retinséure (RA) durch verschiedene hochregulierte CYPs fallt hierbei
ins Auge (Abbildung 3-34). Eine Vitamin A- und RA-Defizienz kdnnen zu einer Statose und
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HCC-Entstehung fuhren, indem vermehrt freie LDs in den Hepatozyten vorliegen, es zur
Aktivierung der Vitamin A- und RA-speichernden HSCs und somit zur gesteigerten Bildung
von Fibronektin, Laminin und Collagen kommt [329,330]. Hingegen konnte gezeigt werden,
dass die Verabreichung von RA Fibrose vermindern kann und gleichzeitig den oxidativen
Stress in den Zellen reduziert [331]. Bei dem oxidativen Metabolismus von RA spielen vor
allem die auch im Rahmen der hier beschriebenen Experimente hochregulierten Cyp26-
Enzyme eine entscheidende Rolle. Sie sind unter anderem wichtig fur die Regulation der
Stammzell-Differenzierung, und eine Dysregulation kénnte dazu beitragen, dass Zellen in
einem weniger differenzierten Zustand verbleiben oder in diesen zuriick versetzt werden
[332].

Ein weiterer detektierter hoch regulierter Signalweg ist der B-Zell-Rezeptorweg,
welcher ebenfalls in HCV-Patienten dysreguliert ist [333]. In B-Zell-Defizienten-Mausen
konnte eine geringere Kollagenbildung und eine geringere fibrogene Antwort auf
Verletzungen der Leber gemessen werden, wodurch es vermutlich zu einer reduzierten
Karzinogenese kommt [334,335].

Eine wie hier gemessene Dysregulation des p53-Weges steht im Zusammenhang mit
mehreren Erkrankungen der Leber [336]. Die Aktivierung von p53 in Folge von DNA-
Schadigungen und damit eingeleiteter Apoptose wird direkt durch NS5A inhibiert, wodurch
eine HCC-Entstehung gefordert werden kann [337].

Auch die detektierte ErbB-Aktivierung konnte bereits in einen Zusammenhang mit
Krebserkrankungen gebracht werden. ErbB ist ein Mitglied der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren und spielt zudem eine Rolle fir die Endozytose und
Replikation des HC-Virus [338,339].

Insgesamt zeigte sich wie zuvor in den beeinflussten Signalwegen ein
Zusammenhang zwischen einer HCV-Infektion und einer Fibrosierung sowie
Kanzerogenese.

4.2.3.4 Der Warburg-Effekt und HCV

Der in Tumorzellen beobachtete Warburg-Effekt beschreibt die Steigerung der
Glykolyse, des Pentose-Phosphatwegs (PPW) und der Lactat-Bildung bei gleichzeitiger
Reduzierung der Aktivitat des Citratzyklus sowie der oxidativen Phosphorylierung, auch
wenn eine ausreichende Sauerstoffversorgung gegeben ist [340-344]. Krebszellen
bendtigen eine groRe Menge an anabolischen Metaboliten und missen zum Teil unter
geringeren Sauerstoffkonzentrationen wachsen, worauf sie ihren Stoffwechsel anpassen

kénnen [345,346]. Durch die erhdhte Glykolyse und herunter regulierte Atmungskette
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kénnen mehr Intermediate, wie AS, Ribose, Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) und Lipide fir das Zellwachstum genutzt werden [347].

Eine Schlusselrolle spielt zudem die Weiterverarbeitung des entstehenden Pyruvats
(Pyr). Betrachtet man die Michaeliskonstante Ky der beteiligten Enzyme, féllt auf, dass die
Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) mit einem Wert von ~0,01 mM eine sehr hohe Affinitat zu
Pyr aufweist, gefolgt von der Alanin-Aminotransferase mit ~0.2 mM und Lactat-
Dehydrogenase A (LDHA) mit ~0,3 mM [348-350]. Lactat wird eventuell hauptsachlich
gebildet, um die Uberschissigen Elektroden von NADH aufzunehmen und somit die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Reaktion am Laufen zu halten.

Es ist bekannt, dass aus einer HCV-Infektion oftmals eine Fibrose und dann Zirrhose
und Krebs entsteht. In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die HCV-
Replikation bereits sechs Tage nach der beginnenden Infektion zu einer Veréanderung des
zellularen Metabolismus fiihrt [259]. Schlisselenzyme der mitochondrialen Atmungskette,
namentlich MT-ND (Komplex 1) und MT-CO2 (Komplex 1V), wurden signifikant herunter
reguliert (Abbildung 4-1). In einer voran gegangenen Studie mit HCV-infizierten Zellen
konnte zusétzlich eine geringere Expression der ATP-Synthase zu spéteren Zeitpunkten
gemessen werden [351]. Es kann also vermutet werden, dass die HCV-Infektion die Aktivitat
der oxidativen Phosphorylierung limitiert.

Dafur spricht zuséatzlich die Drosselung der PDH-Reaktion durch die PDH-Kinase
(PDK). Die PDK wird durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1a (HIF-1a) aktiviert, welcher
wiederum durch HCV hoch reguliert wird. Nicht nur HIF-1a, sondern auch das Protoonkogen
MYC wird in HCV-Patienten signifikant héher exprimiert und in Folge dessen mehrere
Schlisselenzyme der Glykolyse [352—354]. Daraus resultieren insgesamt erhdhte
Metabolit-Konzentrationen von Lactat, Pyr und AS [355].

Zusatzlich sorgt HCV indirekt durch die Bindung von miRNAs fir die Steigerung der
Glykolyse. Die HCV-RNA kann die wenig abundante miR-199a wegfangen, so dass sie nicht
mehr an die 3'UTR der HIF-1a-RNA binden kann und der Transkriptionsfaktor somit starker
exprimiert wird [356,357]. Zudem beschlagnahmt das Virus einen Teil der freien miR-122 in
den Hepatozyten, welche unter normalen Umstdnden unter anderem die Expression der
Pyruvat-Kinase M2 (PKM2) unterdriickt [358,190].

Ein weiterer Punkt ist die HCV-induzierte Steigerung des PPW [359,360]. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass HCV das Protein SQSTM1/p62 hoch reguliert. SQSTM1

steht im Zusammenhang mit der HCC-Entwicklung und der Regulation des PPW und spielt
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dadurch moglicherweise eine Schlisselrolle bei der metabolischen Umprogrammierung der
Zelle [308].

Glk

NAD+ NADH

------- o

N

Abbildung 4-1: Einfluss der HCV-Infektion auf die Glykolyse und die oxidative Phosphorylierung. Mehr
Informationen sind dem Text und [277] zu entnehmen. Glk: Glukose; G-6-P: Glukose-6-Phosphat; F-6-P:
Fruktose-6-Phosphat; F-1,6-BP: Fruktose-1,6-Bisphosphat; DHAP: Dihydroxyacetone-Phosphat; G-3-P:
Glyceral(dehyd)-3-Phosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; Pyr: Pyruvat; Ac-CoA: Acetyl-Coenzyme A; GLUT:

- Fa)

Gukosetransporter; GK: Glukokinase; HK2: Hexokinase 2; PFK-1: Phosphofruktokinase-1; PK: Pyruvatkinase;
LDHA: Laktat-Dehydrogenase A; SQSTM1: Sequestosome 1; PDH: Pyruvat-Dehydrogenase; PDK: PDH-
Kinase; c: Cytochrom c; ATP Syn: ATP Synthase
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Zusammenfassend tragt eine HCV-Infektion durch die Regulation der oxidativen
Phosphorylierung, der Glykolyse und des PPW zu dem oftmals in Tumorzellen observierten
Warburg-Effekt bei, mdglicherweise um mehr anabole Metaboliten zur Replikation zu
generieren. Eine detailliertere Betrachtung des Themas ist [277] zu entnehmen.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die HCV-Wirts-Interaktion bildet ein komplexes Netzwerk, das standigen
Verédnderungen unterliegt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten einige neue Erkenntnisse tber
die Wechselwirkung zwischen viralen und zellularen Faktoren gewonnen werden.

Die kaum untersuchten miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-codierenden Region
und der 3-UTR des RNA-Genoms wurden ndher untersucht. Es zeigte sich, dass die
Anlagerung der miR-122 an die 5B.2-Bindungsstelle einen positiven Effekt auf die globale
Replikation des HCV hat. Die Bindung an 5B.3 hatte einen schwéacheren und die an S3
keinen signifikanten Effekt. Moglicherweise hangt der Einfluss der miR-Bindung an die
einzelnen Stellen im Genom auch vom Stadium des Replikationszyklus ab. Die Anlagerung
des miR/Ago2-Komplexes kann die Sekundarstruktur der HCV-RNA andern und somit die
Wechselwirkung mit anderen RNA-Bereichen und zelluldren Faktoren beeinflussen.
Weiterfihrende Experimente, wie der Einsatz von kompensierenden miR-122-5B.2m, RT-
gPCRs zur Detektion von produzierten Minusstrdangen und die Verwendung von
Polymerase-Defizienten-Konstrukte zu verschiedenen Zeitpunkten des viralen Zyklus wéren
wiinschenswert, um detailliertere Aussagen Uber die Funktion der Bindung treffen zu
kénnen.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag in der Analyse der veranderten Genexpression
in HCV-infizierten Zellen. Sechs Tage nach der Jc1-RNA-Transfektion in Huh-7.5-Zellen
wurden zu diesem Zweck Ribosome Profiling Experimente durchgefihrt. Es zeigte sich,
dass es zu keinen allumfassenden Veranderungen des Transkriptoms und Translatoms in
den Zellen kommt. Nur wenige spezifische Gene, welche im Zusammenhang mit ER-Stress,
der Beeinflussung von verschiedenen Signalwegen, der HCV-Replikation und der
Karzinogenese stehen, wurden starker exprimiert. Herunter reguliert wurden
interessanterweise Gene, die fur zentrale Komponenten der Komplexe der mitochondrialen
Atmungskette codieren. Diese metabolische Umprogrammierung kénnte zu dem oftmals in
Tumorzellen und bei Patienten beobachteten Warburg Effekt beitragen. In Zukunft sollte

dieses Experiment in anderen, wie primaren, Zellen und zu fritheren Zeitpunkten wiederholt
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werden, um genauere Aussagen Uber die bestehenden Wechselwirkungen treffen zu
kénnen. Zudem sollte die Ribosomenverteilung auf dem HCV-Genom eingehender
betrachtet werden. Winschenswert wére zusatzlich die genauere Analyse einiger
differenziell exprimierter Gene mit Hilfe von Interaktionsstudien und RT-qPCR, um die
mogliche Funktion der Proteine fir den Replikationsmechanismus oder die zellulare
Immunantwort zu untersuchen.

Vieles ist noch nicht im Detail tber HCV bekannt, und durch die noch heute
bestehende globale Pravalenz des Virus, sowie die auch nach einer erfolgreichen
Behandlung auftretenden Leberschadigungen, ist es nach wie vor entscheidend, die HCV-

Wirts-Interaktion weiter zu erforschen.
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6 Anhang

6.1 Abkilrzungsverzeichnis

Abkiirzung Erlauterung

°C Grad Celsius

V1 Mikro

5B.1/2/3 1/2/3 miR-Bindungsstelle in der NS5B-codierenden Region
A Adenin

A Ampere

Ac-CoA Acetyl-Coenzyme A

AFP Alpha-Fetoprotein

AG Arbeitsgruppe

Ago Argonaute-Protein

AK Antikorper

ALB Albumin

Amp Ampicillin

ANKRD1 Ankyrin Repeat Domain 1
ANXA3 Annexin A3

apo Apolipoprotein

APS Ammoniumpersulfat

AREG Amphiregulin

ARG1 Arginase 1

AS Aminosauren

ASNS Asparagine Synthetase

ATF3 Activating transcription factor 3
ATP Adenosintriphosphat

ATP Syn ATP Synthase

BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2
bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin

C Cytosin

c Cytochrom ¢

CD cluster of differentiation
CHAC1 ChaC Glutathione Specific Gamma-Glutamylcyclotransferase 1
CLDN1 Claudine
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co-IP co-Immunopréazipitation

CRE cis-agierendes Replikationselement
Ct engl. threshold cycle

CTH cystathionine gamma-lyase

CXCL5 C-X-C Motif Chemokine Ligand 5
CYP Cytochrom P450

CYR61 Cysteine-rich angiogenic inducer 61
DAA engl. direct-acting antivirals

DAB2 Disabled Homolog 2

DAB2 Clathrin Adaptor Protein

DAPI 4", 6-Diamidin-2 —phenyl-indol-dihydro-chlorid
ddH20 doppelt destilliertes Wasser

DDIT3 DNA Damage Inducible Transcript 3
DDX5 DEAD Box Protein 5

DHAP Dihydroxyaceton-Phosphat

DLS engl. dimerization linkage sequence
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (engl. deoxyribonucleic acid)
DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

DUSP1 Dual Specificity Phosphatase 1

E Hullprotein (engl. envelope)

E. coli Escherichia coli

E2F Transkriptionsfaktor

EGRF epidermal growth factor

elF eukaryotischer Initiationsfaktor
EMCV Encephalomyokarditis Virus

engl. englisch

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. und andere (lat. et altera)

F-1,6-BP Fruktose-1,6-Bisphosphat

F-6-P Fruktose-6-Phosphat

FA Formamid

FBS fotales Rinderserum (engl. fetal bovine serum)
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FC
FLuc
fwd

g

g
G

G-3-P
G-6-P
GADDA45A
GAG
GAPDH
GDF15
GK

Glk
GLUT
GTP

h
H3F3A
HCC
HCV
HDL
HDV
HK?2
hnRNP
hsa
HSC
ICAM1
ICTV
IGF2
IMP-1
INF
INHBE
IRES
ITAF
JUN
kb

engl. fold change

Leuchtkafer-Luziferase (engl. firefly luciferase)
vorwarts (engl. forward)

Gramm

Gravitationskonstante

Guanin

Glyceral(dehyd)-3-Phosphat
Glukose-6-Phosphat

Growth Arrest and DNA Damage Inducible Alpha
Glycoaminoglycane
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Growth differentiation factor 15

Glukokinase

Glukose

Glukosetransporter

Guanosintriphosphat

Stunde (lat. hora)

H3 Histone Family Member 3A
Leberzellkarzinom (engl. hepatocellular carcinoma)
Hepatitis C Virus

Lipoprotein hoher Dichte (engl. high-density lipoprotein)
Hepatitis D Virus

Hexokinase 2

heterogenes nukleares Ribonukleoprotein
Homo sapiens

Stern-Zellen (engl. hepatic stellate cells)
Intercellular adhesion molecule 1
Internationales Komitee fur Virustaxonomie
Insulin-like growth factor 2

MRNA-Bindungs Protein 1

Interferon

Inhibin Beta E Subunit

interne ribosomale Eintrittsstelle

IRES trans-agierende Faktoren

Jun Proto-Oncogene

Kilobasen
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kDa Kilodalton

I Liter

lat lateinisch

LB Lennox Broth

LD Lipidorganellen (engl. lipid droplets)

LDHA Laktat-Dehydrogenase A

LDL Lipoprotein niedriger Dichte (engl. low-density lipoprotein)

LNA locked nucleic acid

INcCRNA long non-coding RNAs

log Logarithmus

LVP Lipovirales Partikel

m mutiert

m Meter

m Milli (als Préafix)

M Molar (mol/l)

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MAVS Mitochondriales antivirales Signalprotein

MHC-I Haupthistokompatibilitatskomplex

min mindestens

min Minute

miR microRNA

mMiRNP Ribonukleoproteinkomplex

MRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA)

MT-CO2 Mitochondrial Cytochrome C Oxidase Il

MT-ND1 Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1
MT-ND3 Mitochondrial NADH dehydrogenase 3

MT-ND4 Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 4
MT-ND4L Mitochondrial NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 4L
mMTOR engl. mechanistic Target of Rapamycin (oder "mammalian” TOR)
MW engl. membranous web

n Nano

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form)
NaOAc Natriumacetat

nc non coding

NGS Next generation sequencing

Nrf-2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
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NS Nicht-Strukturprotein

NSAP1 NS1-assoziiertes Protein

nt Nukleotide

NTP Ribonukleotidtriphosphat

OCLN Occludin

ORF Offener Leserahmen (engl. open reading frame)

p Wahrscheinlichkeit (lat. probabilitas)

p Pico

p(U/C) Poly Uracil/Cytosin-Trakt

PAA Polyacrylamid

PABP poly(A)-Bindeprotein

PARP1 Poly-[ADP-Ribose] Polymerase 1

PAZ Piwi, Argonaute, Zwille

p-bodies engl. prozessing bodies

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (engl. phosphate-buffered
saline)

PCA Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

PDH Pyruvat-Dehydrogenase

PDK PDH-Kinase

PE engl. paired end

PEP Phosphoenolpyruvat

PFA Paraformaldehyde

PFK-1 Phosphofruktokinase-1

pH negativer dekadischer Logarithmus der H+ lonen-Konzentration

PHLDA1 Pleckstrin Homology Like Domain Family A Member 1

PIWI P-element induced wimpy testis

PNK Polynukleotid-Kinase/Phosphatase

Pol Polymerase

PPP1R15A Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A

PPPC Proteinprobenpuffer

PPW Pentose-Phosphatweg

Pyr Pyruvat

RA Retinsaure

Rb Retinoblastoma Protein

rev rickwarts (engl. reverse)
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RF Ribosomen geschitzten RNA-Fragmente (engl. ribosome
protected fragements)

RISC RNA-induced silencing complex

RLuc Seefeder Luziferase (Renilla Luciferase)

RNA Ribonukleinséure (engl. ribonucleic acid)

RNase Ribonuklease

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RP Ribosome Profiling

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)

rRNA Ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

RT-gPCR guantitative-Reverse-Transkriptase-PCR

S Svedberg-Einheiten

S Sekunde

S1/2/3 1/2/3 miR-Bindungsstelle in den UTRs des HCV Genoms

SDS Sodiumdodecylsulfat

SE engl. single end

SESN2 Sestrin 2

SL Haarnadelstruktur (engl. stem-loop)

SLC3A2 Solute Carrier Family 3 Member 2

SLC7A1 Solute Carrier Family 7 Member 1

SNRPG Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide G

SQSTM1 Sequestosome 1

SRB1 Scavenger-Rezeptor B1

ss Einzelstrang (engl. single strand)

T Thymin

TAE Tris-Acetat EDTA

TBE Tris-Borat-Essigsaure

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

TGF Transforming Growth Factor

THBS1 Thrombospondin 1

TLR Toll-like-Rezeptoren

TNFRSF12A TNF receptor superfamily member 12A

TR Transkriptom, gesamte RNA

TRIB3 Tribbles Pseudokinase 3
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tRNA transfer-RNA

U Uracil

UAP1L1 UDP-N-Acetylglucosamine Pyrophosphorylase 1 Like 1
UE Untereinheit(en)

UuN tber Nacht

uORF upstream open reading frame

UTR nicht-translatierte Region (engl. untranslated Region)
Vv Volt

VLDL engl. very low density lipoprotein

VR variable Region

WHO Weltgesundheitsorganisation

Wit Wildtyp

XRN1 5'-3' Exoribonullease 1

(der Abgrenzung zu Abklrzungen wegen sind hier einige Sl-Einheiten mit aufgefuhrt)
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Tabelle 6-1: Elemente des HCV-Jc1-Plasmides
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Region Beschreibung Start — Stopp (bp)

5°'UTR Sequenz der 5’UTR des HCV 1-340

S1 miR-122 Bindungsstelle S1 in der 5’UTR 21 -27

S2 miR-122 Bindungsstelle S2 in der 5’UTR 37-42

Core Core-Protein codierende Region 341 -913

El E1-Protein codierende Region 914 — 1489

E2 E2-Protein codierende Region 1490 — 2590

p7 p7-Protein codierende Region 2591 - 2779

NS2 NS2-Protein codierende Region 2780 — 3430

NS3 NS3-Protein codierende Region 3431 - 5323

NS4A NS4A-Protein codierende Region 5324 — 5485

NS4B NS4B-Protein codierende Region 5486 — 6268

NS5A NS5A-Protein codierende Region 6269 — 7666

NS5B NS5B-Protein codierende Region 7667 — 9442

5B.2 miR-122 Bindungsstelle 5B.2 in der NS5B- 8869 — 8875
codierenden Region

5B.3 miR-122 Bindungsstelle 5B.3 in der NS5B- 9274 — 9279
codierenden Region

Seltene Codons Seltene Codons am Ende der codierenden 9392 — 9415
Region

3'UTR Sequenz der 3'UTR des HCV 9443 — 9678

S3 miR-122 Bindungsstelle S3 in der 3'UTR 9460 — 9466

HDV Sequenz fir das Hepatitis D Virus (HDV)- 9679 — 9762
Ribozym

T7-T Terminator fur die T7-RNA-Polymerase 9828 — 9874

T3-P Promotor fir die T3-Polymerase 9933 -9914

pBR322 pBR322-Vektor mit Replikationsursprung 9937 — 12928

Amp Ampicillin-Resistenzgen 10145 - 11002

T7-P Promotor fir die T7-RNA-Polymerase 12945 — 12961
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Tabelle 6-2: Elemente des J6-JFH1_NS5B-3'-UTR-Plasmides

Region Beschreibung Start — Stopp (bp)

lacZ_a Lactose-Operon 1-144

NS5B NS5B-Protein codierende Region 156 — 814

Seltene Codons Seltene Codons am Ende der codierenden 9392 — 9415
Region

3'UTR Sequenz der 3'UTR des HCV 814 — 1049

Amp Ampicillin-Resistenzgen 3220 - 2360
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