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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus (HCV) gehoért zur Familie der Flaviviridae und besitzt ein
einzelstrangiges RNA-Genom mit positiver Polaritat. Das Genom setzt sich aus einem
offenen Leserahmen (ORF), kodierend fir ein Polyprotein, sowie zwei strukturreichen
untranslatierten Regionen (UTRs) zusammen. Die 5 - und 3’-UTR flankieren den ORF und
sind an der Regulation der viralen Translation und Replikation entscheidend beteiligt. Die
internal ribosome entry site (IRES) in der HCV-5-UTR ist dabei unerldsslich fur die
Translationsinitiation. Darlber hinaus befinden sich zwei konservierte microRNA-122-
(miR-122-) Bindungsstellen am Anfang der 5’-UTR. Es wurde bereits nachgewiesen, dass
diese Bindung die HCV-RNA-Replikation und -Translation sowie die Stabilitat der viralen
RNA erhoht.

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Charakterisierung der individuellen Funktionen beider
miR-122-Zielsequenzen im HCV-Replikationszyklus. Dafr wurden die
Erkennungssequenzen so mutiert, dass sie Uber artifizielle miRNAs separat adressiert
werden konnten. Zur Untersuchung der spezifischen Bindung der modifizierten miRNAs an
die mutierten Zielsequenzen der HCV-5'-UTR wurde zunachst eine anti-Argonaute 2-
(Ago2-) RNA-co-Immunprazipitation (co-IP) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass
die miR-122-Erkennungssequenzen separat adressiert werden konnen und dass nach
gemeinsamer Hybridisierung die Bindung beider miRNA/Ago2-Komplexe kooperativ erfolgt.
Die Hypothese einer Uberkreuz-Bindung der miR-122, bei der die Sequenzen beider
Bindungsstellen von einem miR-122-Molekil adressiert werden kdénnen, konnte nicht
bestatigt werden.

Durch die Verwendung eines HCV-Reporter-Systems mit der HCV-5"-UTR, einem
Luciferase-Gen und der viralen 3'-UTR konnte eine kooperative Stimulation der Translation
festgestellt werden. Sowohl im Bindungs- als auch im Translationsassay konnte ein starkerer
Effekt der Hybridisierung der miRNA an die erste Bindungsstelle als an die Zweite
nachgewiesen werden. Die in vitro-Studien zeigten hingegen eine deutlich starkere Affinitat
der miR-122 an die zweite Bindungsstelle. Somit ist anzunehmen, dass in vivo die Affinitat
der Bindung der miR-122 an die virale RNA durch Proteine im miRNA-Protein- (miRNP-)
Komplex und durch Strukturen der HCV-IRES beeinflusst wird.

Darlber hinaus wurde die Gesamt-RNA-Stabilitdt und die Integritdt des 5-Endes der
HCV-Reporter-RNAs untersucht. Uberraschenderweise konnte kein miR-122-abhangiger
Effekt nach separater oder gemeinsamer Adressierung der Erkennungssequenzen auf die
Stabilitdt oder Integritdt der HCV-5-UTR-RNA bis zu 36 h nach Elektroporation
nachgewiesen werden. Da jedoch friihere Studien mit kompletten HCV-Genomen einen
Effekt der miR-122 auf die HCV-RNA-Stabilitat gezeigt haben, ist zu vermuten, dass

Bestandteile des HCV-Genoms an der Stabilitdtskontrolle der viralen RNA beteiligt sind.
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Summary

The Hepatitis C Virus (HCV) belongs to the family of Flaviviridae and contains a single
stranded RNA genome in positive-sense orientation. The genome consists of the open
reading frame (ORF), which encodes a polyprotein, and of two highly structured untranslated
regions (UTRs). The 5- and 3'-UTR flank the ORF and are necessary for viral translation
and replication. The internal ribosome entry site (IRES) of the HCV 5°-UTR is indispensable
for the initiation of translation. In addition, there are two conserved microRNA-122 (miR-122)
binding sites near the 5°-end of the 5-UTR. It has been demonstrated that binding of miR-
122 to these binding sites enhances HCV RNA replication and translation as well as stability
of the viral RNA.

In this work the individual functions of both miR-122 target sites in the HCV life cycle were in
focus. For the experimental studies the binding sites were differently mutated and separately
addressed by artificial miRNAs. To analyze the specific binding of the modified miRNAs to
their mutated target sites in the HCV 5°-UTR, an anti-Argonaute 2- (Ago2-) co-IP was
performed. The results showed that the miR-122 binding sites are separately addressable,
and the binding of the miRNA/Ago2-complexes bind in a cooperative way when both sites
are addressed in combination.

The hypothesis concerning a cross-over binding of miR-122 to both target sites, in the way
that both binding sites can be addressed by only one molecule of miR-122, was not
confirmed.

Through the use of a HCV reporter system with the viral 5-UTR, a luciferase coding
sequence and the viral 3"-UTR it has been shown that the cooperative effect of miR-122
action on the HCV 5°-UTR was also observed for the stimulation of viral translation. In both,
the binding and the translation assay, the affinity of the miRNA to the first site is much higher
than the affinity to the second target site. In contrast, the in vitro studies revealed a stronger
hybridization of miRNA to the second binding site. Hence, it can be assumed that the affinity
of the miR-122 binding is possibly influenced in vivo by proteins of the miRNA-protein-
complex (miRNP) and by HCV IRES structure.

Moreover, the overall stability of the HCV-RNA as well as the integrity of the 5-end of the
HCV reporter RNAs was analyzed. Surprisingly, there was no miR-122-dependent effect on
the viral RNA stability and on the 5’-terminus integrity after separate and common
addressing of the target sites up to 36 h after electroporation. In face of previous studies with
full-length HCV genomes, where a miR-122-dependent effect on the overall stability has
been proven, it must be considered that further features of the viral genome may be required
for the stability control of the HCV RNA.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde in den 1970ern als das fur die Non-A-Non-B Hepatitis
verantwortliche Agens einer Krankheit definiert, die nicht durch Hepatitis A- oder Hepatitis B-
Viren verursacht wurde . HCV ist in der Natur ausschlieRlich in humanen Leberzellen
vorzufinden, wodurch es erst 1989 gelang das Virus als solches zu identifizieren und zu
klonieren 12,

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHQO) sind 130-150 Millionen Menschen chronisch mit
HCV infiziert, von denen etwa 500.000 pro Jahr an HCV-bedingten Lebererkrankungen
sterben I,

Nach einer 2- bis 6-wdchigen Inkubationszeit entwickeln nur etwa 20 % der infizierten
Personen Uberhaupt Symptome, die sehr unspezifisch und grippeahnlich sind: von Fieber,
Mudigkeit, Brechreiz, Abdominal- und Gelenkschmerzen und Juckreiz bis hin zur Gelbsucht.
Etwa 60-80 % der erkrankten Personen entwickeln eine chronische Infektion, bei denen es
langfristig und in ca. einem Drittel der Falle zu schweren Leberschaden, wie Leberfibrose
und -zirrhose, kommen kann, die wiederum das Risiko fiir ein Leberzellkarzinom
(hepatocellular carcinoma, HCC) erhdéhen kénnen ™ °. Hepatitis C gilt damit als einer der
Hauptursachen fiir chronische Lebererkrankungen weltweit .

HCV wird hauptsachlich Uber Blut-zu-Blut Kontakt verbreitet, assoziiert mit Transfusionen
und kontaminiertem medizinischen Equipment. Darlber hinaus spielen
Organtransplantationen und intravendser Drogenkonsum eine grof3e Rolle.

Die Infektion mit HCV unterscheidet sich von denen anderer chronisch-viraler Infektionen wie
HIV. Es ist unter anderem (u.a.) bislang das einzig bekannte RNA Virus, dass, ohne ein
Retrovirus zu sein, eine chronische Infektionskrankheit verursachen kann. Ein weiterer
Unterschied ist, dass die Infektion durch frihzeitige Therapie behandelt werden kann. Bereits
etablierte Therapeutika sind zum einen eine Kombination aus Polyethylenglykol-
gebundenem Interferon alpha (PEG-IFNa) und dem Nukleosid-Analogon Ribavirin (RBV),
und zum anderen sogenannte direct-acting antivirals (DAAs). Diese interagieren direkt mit
viralen Proteinen, kdonnen oral eingenommen werden und zeigen innerhalb von 12-24
Wochen eine 90 %-ige Heilungsrate. Zu beachten ist jedoch, dass bei Patienten auch nach
einer Heilung die Wahrscheinlichkeit eine Zirrhose oder ein HCC zu entwickeln erhdht bleibt.

Bis heute ist dennoch keine geeignete Impfung gegen HCV verfiigbar .
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1.1.1 Klassifizierung von HCV

Das Hepatitis C Virus wurde aufgrund von Sequenzanalysen und dem Vergleich mit den
Proteinsequenzen anderer RNA-Viren in die Gattung Hepacivirus in die Familie der
Flaviviridae eingeordnet . Weitere Gattungen dieser Familie sind Flavivirus, benannt durch
das namensgebende Gelbfiebervirus, Pestivirus (u.a. bovine viral diarrhea virus, BVDV) und
Pegivirus (GB-Viren). Neben HCV wird nur noch das GB-Virus B, als einziges der GB-Viren,
den Hepaciviren zugeordnet .

HCV steht in engerer phylogenetischer Beziehung zu Pestiviren als zu Flaviviren . Bei
Betrachtung der Organisation der hoch strukturierten 5°-untranslatierten (5-UTR) Region
von Pestiviren und HCV weist diese eine langere Sequenz mit mehreren AUG-Kodons auf
und zeichnet sich durch das Fehlen einer Cap-Struktur aus "® . Im Gegensatz dazu
besitzen Flaviviren eine relativ kurze 5°-UTR-Sequenz von bis zu 132 Nukleotiden (nt) ohne
AUG-Basentripletts. = Zudem  verwendet die  Gattung einen  Cap-abhangigen

(1218 Kennzeichnend fiir alle Flaviviridae ist jedoch ein

Translationsmechanismus
einzelstrangiges positiv-orientiertes RNA-Genom, umhiillt von Virus-eigenen Proteinen.
Aufgrund der hohen Mutationsrate, verursacht durch die fehlende 3°-5°-Exonuklease-
Uberprifungsfunktion der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase wahrend der Replikation von
HCV, existiert eine groRe Anzahl genetisch heterogener Isolate, die in sieben Genotypen
und diverse Subtypen (z.B. Genotyp 1, Subtyp a (1a)) unterteilt wurden '* ' Die Subtypen
wiederum zeigen unterschiedliche geographische Verbreitungen und kénnen der Infektion
bestimmter Risikogruppen zugeordnet werden. So kommen die Genotypen 1b, 2a und 2b
hauptsachlich in Europa und Asien im Zusammenhang mit Bluttransfusionen vor, wahrend
z.B. Genotyp 3a zusammen mit 1a durch Injektionen bei Drogenkonsum in Nordeuropa
verbreitet werden. Die Isolate 1a und 1b sind dabei die haufigsten Subtypen in Europa !"®.

Je nach Genotyp werden von der WHO unterschiedliche Therapien vorgeschlagen, die
zudem abhangig vom Grad der Infektion (chronisch versus nicht-chronisch) sind. Die

Heilungschancen sind dabei unterschiedlich hoch &,

1.1.2 Struktur und Genom-Organisation

Morphologisch betrachtet zeichnet sich das 50-80 nm groRe HCV-Partikel durch ein
9,6 Kilobasen (kb) groRles, einzelstrangiges (ss) RNA-Genom in positiver Polaritat (+) aus
((+) ss RNA), welches sich in einem Nukleokapsid befindet. Das Kapsid wird aus den viralen
Core-Proteinen gebildet. Umschlossen wird das Virus von einer Lipidmembran zellularen
Ursprungs, in die weitere virale Proteine eingelagert sind, namlich die Glykoproteine E1 und
E2 (Abbildung 1.1). [ 18
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Abbildung 1.1: Struktur eines HCV-
Partikels. Das HCV-Partikel besteht aus
einer wirtszellstammenden Lipidmembran
mit den eingelagerten viralen
Glykoproteinen E1 und E2 und dem
darunter befindlichen Nukleokapsid aus
Core-Proteinen, welches wiederum die
genomische einzelstrangige RNA ((+) ss
RNA) umhillt. Das Partikel ist an ein
Lipoprotein assoziiert. Modifiziert von (9,

Lipoprotein
Partikel

Lipidmembran

Die aus der Leberzelle austretenden HCV-Partikel werden auch als Lipo-Viro-Partikel (LVP)
bezeichnet, weil sie an triglyceridreiche Lipoproteine gebunden sind, wie VLDL (very low
densitiy lipoprotein) und LDL (low densitiy lipoprotein), und koénnen als solche im

0 21 Die LVP kénnen mit verschiedenen

Patientenserum nachgewiesen werden
Apolipoproteinen (apo) assoziiert sein, wie z.B. apoE, apoB und einige apoC Proteine ?*24,
Dieser Mechanismus soll das Anheften an eine neue Wirtszelle erleichtern #° 2% Es ist aber
bereits bekannt, dass sich HCV, als bisher einziges Virus, den Lipidmetabolismus des Wirtes
an vielen Stufen seines Vermehrungszyklus zunutze macht 71,

Das lineare HCV-Genom setzt sich aus einem einzigen offenen Leserahmen (open reading
frame, ORF), kodierend fir ein Polyprotein, zusammen. Dieser Bereich wird von zwei
strukturreichen untranslatierten Regionen (UTRs) am 5°- und 3’- Ende der RNA flankiert
(Abbildung 1.2). Die UTRs der viralen RNA enthalten sogenannte cis-acting elements, hoch

strukturierte Bereiche, die an der Translation und Replikation direkt beteiligt sind.

3-UTR

VR s
ORF A

Strukturproteine ] Nicht-Strukturproteine

uc 3

Abbildung 1.2: Genomische Organisation von HCV. Schematische Darstellung der Struktur der 9.6 kb grof3en
positiv-Strang-RNA von HCV. Gezeigt sind dabei die 5°- und 3 -untranslatierten Regionen (UTRs) sowie der open
reading frame (ORF), kodierend fiir Struktur- und Nicht-Strukturproteine. Die 5°-UTR ist durch vier stark
strukturierte Domanen charakterisiert (I-1V). Die 3-UTR ist in drei unterschiedliche Bereiche unterteilt: die
variable Region (VR), einen langen, variablen poly(U/C)-Bereich und eine hoch konservierte 3°-Region (3°X).
Verandert nach der Dissertation von D. Conrad, 2013.
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1.1.2.1 Aufbau der 5'-UTR und ihre Funktion

Die HCV-5'-UTR st eine der starksten konservierten Regionen des Genoms und besitzt vier
stark strukturierte Bereiche (Abbildung 1.2, Abbildung 1.3), nummeriert von | bis IV (stem
loop -1V, SLI-SLIV), bestehend aus zahlreichen Haarnadelstrukturen und einer
sogenannten pseudoknot-Region """ 2% %! Die Haarnadelstruktur | und teilweise Bereiche von
Struktur 1l sind bei der Replikation von HCV beteiligt ®* ', Die Domanen I, lll und IV
zusammen mit den ersten 20—40 nt der Core-kodierenden Sequenz bilden die internal
ribosome entry site (IRES) (Abbildung 1.3) ?% 33 Die HCV-IRES dient der Cap-Nukleotid-
unabhangigen Initiation der Translation ?® *3 durch die Bindung zellulérer Faktoren und der
40S ribosomalen Untereinheit in der Nahe des ORF-Start-Kodons #% 34,

A b B
5BSL2
IRES il
1
VI
J-L la e
5BSL3.1
ﬂ 5BSL3.3
| RY

5l |

PK =

e ||

Abbildung 1.3: Struktur der HCV-5- und -3'-UTR sowie der CRE-Region. Darstellung wichtiger bereits
bekannter (schwarz) und neuer (grau) RNA-Haarnadelstrukturen des HCV-RNA-Genoms. (A) 5°-UTR und Core-
kodierende Strukturen V und VI der Plusstrang-RNA. (B) Cis-acting replication element (CRE-) Region und 3'-
UTR des viralen Plusstrangs. Die 3’-UTR weist zwei alternative Strukturen in der 3"X-Region (X-Tail) auf: zum
einen die dimerization linkage sequence (DLS) und die Domane 3'SLI (oben) und zum anderen die
Haarnadelstrukturen 3°SLI-3"SLIIl (unten). IRES: internal ribosome entry site, PK: pseudoknot, AUG: Start-
Kodon, VR: variable Region. (3]

1.1.2.2 Aufbau der 3’-UTR und ihre Funktion

Die ebenfalls strukturierte 3'-UTR besteht aus etwa 225 nt, die in drei Bereiche unterteilt
werden kénnen (Abbildung 1.3): eine variable Region (VR) von ca. 30-40 nt, einen langen,
variablen poly(U/C)-Bereich (30-90 nt) und eine hoch konservierte 3°-Region (3'X, X-Tail)
aus 98 nt % ¥ Die 3"X-Region kann in zwei verschiedenen Strukturen vorliegen: die erste
Faltung besteht aus drei Haarnadelstrukturen (SLI-SLIII; von 3'- in 5°-Richtung) ¥, die
zusammen mit den Sequenz-aufwarts gelegenen 25 nt des poly(U/C)-Bereichs fir die RNA-

Replikation entscheidend sind, wahrend die restliche Sequenz der 3'-UTR die Effizienz der

4
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viralen Replikation weiter steigert *% *°. Die zweite Faltung wird von der bereits erwéhnten
Haarnadelstruktur SLI und der sogenannten dimerization linkage sequence (DLS) bestimmt,
von der vermutet wird, dass sie fur die Dimerisierung der viralen RNA verantwortlich ist und
moglicherweise auch zur Verpackung des Genoms ins Nukleokapsid beteiligt ist 12> 41 42,
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 3"-UTR an der Stimulation der Translation

beteiligt ist 1> 441,

1.1.2.3 CRE-Element

Neben der 5°- und 3-UTR existiert noch ein sogenanntes cis-acting Replikationselement
(CRE) in der C-terminalen Region der NS5B-kodierenden Sequenz ¥°. Dort befindet sich
eine von insgesamt flinf Haarnadelstrukturen, genannt 5BSL3.2 (Abbildung 1.3), welche an
der RNA-Replikation beteiligt ist “**®. Der apikale Teil dieser Struktur interagiert dabei mit
SLII der 3'X-Region der 3 -UTR, wodurch sich eine pseudoknot-Struktur in Folge der RNA-
RNA-Interaktion ausbildet. Zudem kann die interne Ausbuchtung von 5BSL3.2 entweder mit
der in der IRES befindlichen Schleife von SLIIId “**! oder aber mit dem Bereich zwischen
5BSL1 und 5BSL2 interagieren ¥l Beide Interaktionen der 3°X-Region mit Sequenzen
innerhalb der 3'-UTR lassen vermuten, dass diese am Wechsel von Translation zu

Replikation im HCV-Replikationszyklus beteiligt sind .

Die Bestimmung weiterer
sogenannter long-range interactions zwischen 5°- und 3-UTR sowie von Strukturen

innerhalb dieser Regionen erfolgte bisher nur in silico ©*°.

1.1.2.4 Proteine des offenen Leserasters und ihre Funktion

Die Translation des HCV-ORF fuhrt zur Produktion eines Polyproteins, welches durch
zellulére und virale Proteasen co- und post-translational prozessiert wird (Abbildung 1.4).
Dabei entstehen zehn voll funktionsfahige virale Proteine: die Strukturproteine Core, E1 und
E2 und die Nicht-Strukturproteine p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Die
Strukturproteine sowie das p7-Polypeptid werden proteolytisch von der Signalpeptidase des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) gespalten, wahrend die restlichen sechs von den
viralen Proteasen NS2-3 und NS3-4A prozessiert werden. Das Core-Protein wird dartber
hinaus am C-Terminus durch die Signalpeptidpeptidase geschnitten. %' %2

Das stark basische Core-Protein bildet nach vollstandiger Reifung das Nukleokapsid des
Viruspartikels %, Zudem bindet es die virale RNA und trégt durch eine RNA-Chaperon-
Aktivitat zur Verpackung des Genoms bei . Die Assoziation von Core mit sogenannten lipid
droplets (LDs) % *® und die Interaktion mit dem RNA-bindenden Protein NS5A ! spielen

dabei eine zentrale Rolle.
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i Reifungsfaktor Replikation und Reifung
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v Schnittstelle der Signalpeptidase des ER v NS$3-NS4A Protease Schnittstelle

Abbildung 1.4: Polyprotein-Prozessierung von HCV. Nach internal ribosome entry site (IRES)-abhangiger
Translation wird das resultierende Polyprotein co- und post-translational in zehn Einzelproteine prozessiert.
Davon sind Core, E1 und E2 strukturbildende Proteine; p7, NS2-NS5B sind Nicht-Strukturproteine. Die Spaltung
erfolgt zum einen durch zellulare Enzyme (weiles und graues Dreieck) und zum anderen Uber die Aktivitat viraler
Proteasen (NS2-3 (orangenes Dreieck), NS3-4A (griines Dreieck)). Modifiziert nach (581,

Die Typ-I-Transmembranproteine E1 und E2 spielen eine grof3e Rolle beim Zusammenbau
des Viruspartikels, beim Eintritt in die Wirtszelle ®® und der Fusion mit der endosomalen
Membran . In reifen extrazelluldren Viruspartikeln (Virionen) bilden diese glykosylierten
Proteine groRe kovalente Komplexe aus, die liber Disulfidbindungen stabilisiert werden ®'.
Dies lasst vermuten, dass laterale Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle bei der
Freisetzung von HCV aus der Wirtszelle spielen.

Das stark hydrophobe Polypeptid p7 ist ein kleines integrales Membranprotein. Dieses
fungiert als lonenkanal und leistet einen Beitrag zur Virusproduktion, wodurch es der

n [62; 63]

Viroporin Familie zugeordnet werden kan . Es interagiert mit den Strukturproteinen

Core, E1 und E2 sowie dem Nicht-Strukturprotein NS2, um seine Funktionen austiben zu

konnen 64671

. Dennoch ist die exakte Funktion dieses lonenkanals bei der Viruspartikel-
Produktion und -Freisetzung noch ungeklart.

Die Nicht-Strukturproteine NS2 bis NS5B sind wichtig fiir die Replikation der viralen RNA [©®
und werden Uber zwei virale Proteasen zu funktionsfahigen Proteinen gespalten. Die
Cystein-Protease wird durch NS2 kodiert, wobei die enzymatische Funktion stark durch den
N-terminalen Bereich der NS3-kodierenden Region gesteigert wird . Die nachfolgende
autoproteolytische Spaltung der NS2-NS3-Bindungsstelle ist essentiell zur Generierung
eines voll funktionsfahigen NS3 Proteins. Dieses Protein bildet, zusammen mit dem Co-

Faktor NS4A, ein multifunktionelles Enzym (NS3-NS4A), welches im N-terminalen Teil seiner
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Sequenz eine Serinprotease tragt, die zur Prozessierung der restlichen viralen Proteine
benétigt wird (Abbildung 1.4) ®. Im C-terminalen Bereich befindet sich eine NTPase/RNA-
Helikase-Aktivitat, die bei der HCV-RNA-Replikation eine essentielle Rolle spielt "

NS4B ist ein hydrophobes Transmembranprotein. Es induziert die Bildung des sogenannten
membranous web, einer spezifischen Membranveranderung, bestehend aus lokal
abgegrenzten Membranvesikeln, die wiederum als Grundgerist des HCV-
Replikationskomplexes dienen ['® 7% 731 NS4B bindet die virale RNA und interagiert mit
anderen nicht-strukturellen viralen Proteinen . Dariiber hinaus konnte bei diesem Protein
eine NTPase-Aktivitat und eine Beteiligung beim Zusammenbau der Partikel nachgewiesen
werden "* 7% NS4B interagiert dariiber hinaus entweder direkt oder indirekt mit zahlreichen
zellularen Proteinen, die an der Regulation des Lipidmetabolismus, der zellularen
Immunantwort oder der Tumorbildung beteiligt sind ..

NS5A ist ein Membran-assoziiertes Phosphoprotein, welches aufgrund seines
Phosphorylierungszustandes, reguliert durch zelluldre Kinasen, eine grof’e Rolle in der
Modulation der HCV-RNA-Replikation und der Partikelbildung spielt "% 7.

Das Schliusselenzym der RNA-Replikation ist das letzte Protein im ORF, die NS5B RNA-
anhangige RNA-Polymerase (RdRp) %2 Sie nutzt die positiv-orientierte, einzelstrangige
RNA als Matrize zur de novo-Synthese weiterer (+) ss RNA-Strange, uber Negativstrang-
RNA-Intermediate. NS5B wird auch als tail-anchored Protein bezeichnet, da es post-
translational integral in die ER-Membran assoziiert wird, wobei sich die katalytische Domane
zytosolisch orientiert befindet ®*. Der NS5B-Membran-Anker ist dabei unabdingbar fiir die

Replikation 4.

1.1.3 HCV-Lebenszyklus

HCV infiziert hautsachlich Leberzellen in vivo. Dieser Tropismus konnte auch in in vitro-
Experimenten gezeigt werden ®°. Zudem weist HCV eine sehr hohe Wirtsspezifitat zu
Menschen und Schimpansen auf, sodass lange Zeit, aufgrund fehlender geeigneter
Tiermodelle, auf die bisherigen Angaben der Infektionszyklen nah verwandter Mitglieder der
Flavi- und Pestiviren zurlickgegriffen wurde. Erst 1999 konnte durch die Entwicklung eines
Replikonsystems aus autonom-replizierenden, subgenomischen HCV-RNAs in humanen
Hepatomazellen (HuH-7), das Wissen um den HCV-Lebenszyklus erweitert werden .
Zudem ebnete die Identifikation eines neuen HCV-Isolates, genannt JFH (japanese fulminant
hepatitis)-1 (JFH1), den Weg zur Produktion infektiéser Viruspartikel in Zellkultur und
erméglichte dadurch die Identifikation weiterer Schritte im Infektionszyklus von HCV 9,

Der Lebenszyklus von HCV lasst sich grob in acht Schritte unterteilen, die in Abbildung 1.5

dargestellt sind. Das Virus heftet zunachst an die Wirtzelle an und gelangt Uber Rezeptor-
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vermittelte Endozytose ins Zytoplasma des Hepatozyten. Dort wird die genomische RNA ins
Zytosol entlassen und dient direkt als Matrize fur die Translation des Polyproteins und die
Replikation. Nach Lokalisation des Polyproteins am ER erfolgt die co- und post-translationale
Modifikation. Die funktionsfahigen Proteine sind dann an der Reifung der Virionen beteiligt,

die anschlieRend liber den sekretorischen Weg aus der Zelle sezerniert werden 7.,
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Abbildung 1.5: Infektionszyklus von HCV. HCV heftet an Oberflachenproteine der Wirtszelle und kann
anschlieRend Uber die Interaktion mit bestimmten Rezeptoren (z.B. CD81) als Virus-Rezeptor-Komplex zum Ort
der Endozytose transloziert werden [1, 2]. Nach Azidifizierung des Endosomens kommt es zur Freilassung der
viralen RNA ins Zytoplasma [3]. Durch Translation des Polyproteins und anschlieRende Prozessierung [4] stehen
funktionsfahige virale Proteine zur Verfugung, welche, zusammen mit der replizierten RNA, bei der
Virionenbildung beteiligt sind [5, 6, 7]. Die reifen Viruspartikel verlassen die Zelle dann Gber den sekretorischen
Weg. Modifiziert nach 871,

1.1.3.1 Rezeptor-Bindung und Eintritt in die Wirtszelle

Der erste Schritt bei der HCV-Infektion ist die Bindung der Viruspartikel an bestimmte
Bindungsproteine und Rezeptoren auf der Oberfliche der Wirtszelle (Abbildung 1.5).
Aufgrund der Assoziation der Virionen mit Lipoprotein-Partikeln (LDL, VLDL) ist die
nachgewiesene Bindung an den Jow-density Lipoprotein-Rezeptor (LDL-R) nicht

tiberraschend [©% 8 (0]

Zudem konnte eine Bindung an Glykosaminoglykane (GAG)
nachgewiesen werden. Nach dieser initialen Bindung kdénnen die Viruspartikel mit weiteren

Rezeptoren interagieren, was eine Rezeptor-vermittelten Endozytose induziert. Darunter
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gehdren u.a. der CD81-Rezeptor sowie der Scavenger Rezeptor Klasse B Typ | (SR-BI) '
CD81, ein Mitglied der Familie der Tetraspanin-Protein-Familie, interagiert mit dem viralen
Oberflachenprotein E2 und ist der bisher am besten untersuchte Rezeptor beim
Eintrittsprozess von HCV in die Wirtszelle ®2. SR-BI hingegen interagiert mit LDL/HDL (high-
densitiy lipoprotein) und E2 1% %1 wobei noch unklar ist, ob die Interaktion dieses Rezeptors
mit HCV direkt oder durch HCV-assoziierte Lipoproteine vermittelt wird. Sowohl CD81 als
auch SR-Bl kénnen durch ihr Expressionslevel in von HuH-7-stammenden Zelllinien die
HCV-Infektion regulieren ®°°71. Dariiber hinaus zeigen weitere Untersuchungen, dass
Claudin-1 (CLDN-1) und Occludin (OCLN), Zell-Zell-Verbindungsproteine (tight junction
proteins), als Co-Rezeptoren beim Eintritt von HCV beteiligt sind °®. Uber Clathrin-vermittelte
Endozytose ¥ erfolgt letztendlich die Einschleusung des Viruspartikels ins Zytoplasma der
Zelle. Durch das Ansauern des endosomalen Kompartiments kommt es zu strukturellen
Veranderungen der Oberflachenproteine E1 und E2, die als Fusionsproteine die endosomale
und die virale Membran miteinander verschmelzen % " und zur Entlassung der
genomischen HCV-RNA ins Zytosol beitragen (Abbildung 1.5).

1.1.3.2 Translation und Replikation der HCV-RNA

Nach der Freisetzung der viralen (+) ss RNA kann diese aufgrund ihrer Positivstrang-
Orientierung direkt vom zellularen Syntheseapparat in das Polyprotein translatiert werden.
Dies geschieht Uber Cap-unabhangige, IRES-vermittelte Synthese (Kapitel 1.2.2). Die
Translation erfolgt dabei am ER, an dem auch die Prozessierung der reifen viralen Proteine
stattfindet. Die voll funktionsfahigen Nicht-Strukturproteine bleiben anschlieRend in der ER-
Membran verankert oder an sie assoziiert °®. Das Protein NS4B induziert anschlieBend
Einstilpungen der ER-Membran ['°". Diese verdnderten Membranen werden auch als
membranous web bezeichnet " und bilden den Ort der HCV-Replikation ™. Die
Amplifikation der viralen RNA erfolgt Uber die RdRp NS5B, das Schlisselenzym des
Replikationskomplexes (replication complex, RC). Die anderen Komponenten des RC sind
die Proteine NS3-4A, NS4B, NS5A/B und die virale RNA (Abbildung 1.6). Es wird
angenommen, dass die viralen Bestandteile des RC vor Abbau durch Proteinasen und
Nukleasen geschitzt werden, wobei Nukleotide zum Ort der Replikation passieren
kénnen %4, Die RdRp NS5B synthetisiert de novo direkt von der genomischen RNA (iber
Minusstrang (-) RNA-Intermediate weitere (+) ss RNA-Kopien ). Dabei wird angenommen,
dass die (-) und (+) ss RNA-Strange miteinander hybridisieren (Abbildung 1.5) und so als
Matrize fur die semikonservative Replikation zur Synthese neuer genomischer RNA
dienen ", Die neuen Positivstrang-RNA-Kopien werden anschlieRend in neue infektidse
Viruspartikel verpackt (Abbildung 1.6).




Einleitung

1.1.3.3 Bildung reifer Viruspartikel und Austritt aus der Zelle

Der Prozess des Zusammenbaus und der Ausschleusung von HC-Virionen aus Hepatozyten
ist noch nicht komplett untersucht. Bekannt ist, dass Core mit der 5-UTR des HCV-Genoms
interagiert und somit vermutlich die Partikelproduktion initiiert ° "%l Core bindet in der Zelle
an LDs "™ "%l Djese Organellen dienen der Aufbewahrung von Lipiden und sind umgeben
von einer Phospholipid-Grenzschicht der aufersten ER-Membran. Die Core-gebundenen
LDs werden zusammen mit apoE zum Ort der Knospung navigiert (Abbildung 1.6) und

| [55

spielen demnach eine groRe Rolle beim Zusammenbau der Partikel *°. Die Interaktion von

Core mit NS2 und NS3-4A ist dabei entscheidend 1'%,

oy
:-‘."E :E‘.’a"?’ Knospendes
Q:} - Viruspartikel

> ¢ l o 20 -" ER Lumen
[ [ i | -

G- %g!' 4 Zytoplasma

&

W W o \ Core
NS3-4 p7-NS2 o

NS5A

Abbildung 1.6: Modell des Zusammenbaus eines HCV-Partikels. Das Core-gebundene lipid droplet (LD) wird
zum Ort der Knospung an die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) gebracht. Dort interagieren die
viralen Proteine p7-NS2, NS3-4A, NS5A und Core zusammen mit Lipoproteinen zum Ziel der Partikelbildung. Die
Replikation der viralen RNA héngt dabei Gber bestimmte virale Proteine eng mit der Knospung zusammen.
Verandert nach 7],

NS2 bringt den E1-E2-Komplex, p7 und NS3-4A innerhalb der ER-Membran zusammen. Die
Komplexe p7-NS2 und NS3-4A koordinieren Uber Protein-Protein-Interaktion den
Zusammenbau der Partikel und rekrutieren u.a. die Core-enthaltenden LDs. 4!

Uber die schwache Bindung von p7-NS2 an das NS5A-Protein % ¥ interagiert dieses mit
Core an den LDs % °” "8 aber auch mit apoE, welches ebenfalls fiir die Bildung der
Viruspartikel gebraucht wird ['°® "% Mutationsstudien im NS5A zeigen eine Steigerung der
RNA-Replikation mit einer gleichzeitigen Reduktion der Partikelproduktion. Dies lasst

vermuten, dass NS5A am Umschalten von RNA-Replikation zu Virusproduktion beteiligt ist.
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Die enge Koordination von Partikelformation zur RNA-Replikation konnte bereits fir andere
Viren der Familie gezeigt werden %",

Das NS3 besitzt eine RNA-Helikase-Aktivitat die nahe legt, dass NS3-4A beim Verpacken
der RNA beteiligt ist. Dabei ist die Bindung von Core an die NS3-Helikase-Domane essentiell
(% - Allerdings ist noch unbekannt, ob NS3 direkt an der Nukleokapsid-Bildung involviert ist.
Es wird von der gleichzeitigen Virionbildung mit der Knospung ins ER-Lumen ausgegangen
(Abbildung 1.6). Dieser Prozess wird durch die Interaktion von Core mit dem in der ER-
Membran verankerten E1-Protein induziert '

Die reifen Viruspartikel werden anschlieRend Uber den sekretorischen Weg aus der Zelle
entlassen ©". In diesem Abschnitt der HCV-Infektion spielt das Viroporin p7 ebenfalls eine
entscheidende Rolle: es neutralisiert die sauren Kompartimente innerhalb der Transportkette
und stabilisiert so indirekt die Partikel bis zur Entlassung """\ Zudem kommt es wahrend des
Entlassungsprozesses zur post-synthetischen Lipidation der Viruspartikel, dhnlich der VLDL-
Reifung "',

Uber die Produktion infektidser Viruspartikel hinaus kann es zudem zur direkten Infektion
benachbarter Zellen kommen, wobei die genauen Mechanismen dieser Infektion noch

ungeklart sind "% 1131,

1.2 Molekulare Mechanismen der Translationsinitiation

Die Translation einer eukaryotischen mRNA erfolgt in drei Phasen: Initiation, Elongation und
Termination. Die Initiation der Translation erfolgt Gber die Bindung zellularer Faktoren an die
mRNA. Die mRNA weist an ihrem 5°-Ende ein 7-Methylguanosin als sogenanntes Cap-
Nukleotid (m’G) auf, welches iiber eine kovalente 5°-5'-Triphosphat-Bindung am ersten
Nukleotid befestigt ist. Durch Rekrutierung bestimmter Initiationsfaktoren und letztendlich die
Bindung der 40S ribosomalen Untereinheit an die 5-Region der mRNA ist das Cap das
tragende Element der eukaryotischen Translationsinitiation. Dartber hinaus tragt das 7-
Methylguanosin, durch Schutz vor zelluldaren Phosphatasen und Nukleasen, zur Stabilitat der
mRNA bei ['".

Der ORF einer eukaryotischen mRNA ist von einer relativ kurzen 5°-UTR aus 50-100 nt und
einer 3’-UTR flankiert. Die 5-UTR enthalt dabei das flir die Initiation wichtige Start-Kodon
(AUG), wahrend die 3'-UTR von einer aus Adenin-Nukleotiden (poly(A)) bestehenden
Sequenz von etwa 50-200 Basen fortgesetzt wird. Dieser Bereich tragt zur
Translationseffizienz und Stabilitat der mRNA bei "> 1]

Im Vergleich zur klassischen Initiation der Translation existiert noch ein Mechanismus ohne
die Verwendung eines Cap-Nukleotids: die Cap-unabhangige oder auch IRES-abhangige

Translation. Die IRES-Sequenz wurde erstmals 1988 in  Poliovirus- und
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M7 18 ynd kommt in der 5-UTR von

Encephalomyocarditis-Virus-RNA  entdeckt
Positivstrang-RNA-Viren wie HCV vor. Es gibt bei den Picornaviridae und Flaviviridae
insgesamt vier Typen von IRES-Strukturen, von denen drei den Picornaviridae zugeordnet
werden kénnen, wahrend die vierte Klasse durch HCV und Pestiviren reprasentiert wird

(Abbildung 1.7).

Picornaviridae

Typl Typlll

Entero- und Hepatitis A Virus W
Rhinoviren

gt EAE R I

Typ Flaviviridae
Cardio- und | Typ IV
Aphtoviren Hepatitis C Virus e

und Pestiviren

nd

Abbildung 1.7: Die vier Typen klassischer IRES-Strukturen. Schematische Darstellung der vier verschiedenen
IRES-Klassen, reprasentiert durch Entero-und Rhinoviren (Typ 1), Cardio- und Aphtoviren (Typ Il), Hepatitis A
Virus (HAV; Typ lll) und HCV und Pestiviren (Typ IV). Die ersten drei Klassen werden von Mitgliedern der
Picornaviridae vertreten, letztere beinhaltet Mitglieder der Flaviviridae. Die Haarnadelstrukturen sind entweder
durch rémische (Typ I, Ill und IV) oder arabische Zahlen (Typ Il) nummeriert. py: Polypyrimidin-Bereich.
Modifiziert nach "%,

Mittlerweile sind auch IRES-Sequenzen in zahlreichen mRNAs nachgewiesen worden, um
einer Reduktion der Translation bestimmter Proteine bei zelluldrem Stress zu umgehen ['?*
211 Bei HCV befindet sich die IRES ebenfalls in der 5-UTR, von der Haarnadelstruktur Il bis
IV (SLII bis SLIV) und einem Teil der Core-kodierenden Region im ORF. Der Mechanismus
unterscheidet sich sehr von dem der Cap-abhangigen Translation und wird im Folgenden
naher erlautert.

Die letzten beiden Phasen der Translation verlaufen in beiden Fallen dagegen gleich ab.
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1.2.1 Cap-abhéngige Initiation der Translation

Die Initiationsphase der Translation ist ein komplexer Prozess, der letztendlich durch
Mitwirkung eukaryotischer Initiationsfaktoren (elFs) zur Bildung des ribosomalen 80S-
Komplexes am Start-Kodon der mRNA flihrt (Abbildung 1.8). Im ersten Schritt erfolgt die
Bindung der 40S ribosomalen Untereinheit, stabilisiert Gber die Bindung an elF3, an die
Methionin-tragende Start-tRNA (Met-tRNA)) ['?# '] Die Met-tRNA ist in einem Komplex aus
GTP-gebundenem elF2 (elF2-GTP) verankert und bildet zusammen mit elF1, elF1A und der
40S-Untereinheit den 43S-pra-Initiationskomplex. elF4E bindet als Bestandteil des
heterotrimeren elF4F-Komplexes aus elF4E, elF4G und elF4A an das Cap-Nukleotid der 5°-
UTR "2, Die Interaktion des Adapterproteins elF4G mit elF3 fiihrt dann zur Rekrutierung der
mRNA an den 43S-pra-Initiationskomplex '*!. eIF4G interagiert zudem mit dem am 3°-Ende
der mRNA gebundenen poly(A)-Bindeprotein (PABP). Dies fulhrt zu einer Zirkularisierung der
mRNA "% die méglicherweise der Kontrolle der RNA-Integritat dient und eine zyklische

Ribosomenbindung gewahrleistet.

> *
r— %? Met-tRNA,
® Met-tRNA ~elF2-GTP
elFl/1A

elF2-GTP

elF3 Abbildung 1.8: Schematische
405 g , Darstellung der Cap-abhangigen
GDP < Translationsinitiation.

D elF2B Einzelne Schritte der Bindung der

eukaryotischen Initiationsfaktoren (elFs)
an eine mRNA in Abhangigkeit eines Cap-
Nukleotids wahrend der Initiation der

cTP —/|
43s pra-Initiationskomplex

AP O elFdE @ ® Translation. Zunéchst binden  elF4-

AAAA ) MRNA elF4G Untereinheiten an die Cap-Struktur am

ei-4A 5-Ende der mRNA. AnschlieRend erfolgt
die Rekrutierung des 43S-pra-
Initiationskomplexes, wodurch die Suche
(Scanning) nach dem Start-Kodon (AUG)
der Translation initiiert wird. Sobald das
Kodon gefunden wurde, verlassen die elFs
die mRNA und ermdglichen so die
Bindung der 60S-Untereinheit zur Bildung
eines 80S-Initiationskomplexes. Verandert
nach "%,

elF4B ATP

605 l @ elFs

B80S Initiationskomplex

o

elF2-GDP

TAUGS
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Die anschlieBende Suche (Scanning) des pra-Initiationskomplexes nach dem AUG-Start-
Kodon beginnt und erfolgt mit Hilfe der RNA-abhéngigen ATPase-Aktivitit von elF4A %]
Die 5-UTR der mRNA wird dabei durch elF4A und die Co-Faktoren elF4B und elF4H
linearisiert '*?. Die Bestimmung des korrekten Start-Kodons tiber elF1 und elF1A "*% und
die anschlieliende Paarung des anti-Kodons der Met-tRNA; mit dem AUG-Basentriplett flhrt
zur Hydrolyse des GTPs durch elF2 unter Mitwirkung des GTPase-aktivierenden Proteins
elF5 (Abbildung 1.8). Es kommt zur Dissoziation des elF2-GDP-Komplexes von der 40S
ribosomalen Untereinheit. elF2 wird dann von elF2B, dem Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor, wieder recycelt.

Die elFs verlassen die mRNA und erlauben somit die Bindung der 60S ribosomalen
Untereinheit an die 40S-Untereinheit. Es kommt zur Bildung des 80S-Initiationskomplexes,

katalysiert durch elF5 ['3"132]

1.2.2 HCV-IRES-abhingige Initiation der Translation

Bei der Translationsinitiation von HCV bindet die kleine 40S ribosomale Untereinheit, im
Gegensatz zur Cap-abhangigen Translation, in Abwesenheit jeglicher Initiationsfaktoren an
die IRES (Abbildung 1.9). Die Doméanen SLII, SLllla, d, e und f sowie SLIV sind an der
Bindung der 40S-Untereinheit an die IRES beteiligt ['** '** 34 wobei die pseudoknot-Region
eine essentielle Rolle spielt ?* ' Die IRES-Region ersetzt die beim Aufsuchen der
Initiationsstelle beteiligten elF4-Untereinheiten der Cap-abhangigen Translation, durch die
direkte Bindung der kleinen ribosomalen Untereinheit an das Start-Kodon "*%. Es kommt zur
Konformationsanderung der 40S-Untereinheit, verursacht durch SLII "*® Die Bindung des
zellularen Initiationsfaktors elF3 und des ternaren Komplexes elF2-GTP-Met-tRNA; wird
durch die Strukturen SLIIIb und ¢ induziert ['** '*"1 e|F3 verstarkt dabei die Bindung der 40S
ribosomalen Untereinheit an die HCV-IRES und beglnstigt so die Bildung des 80S-
Initiationskomplexes ¥ *%  Die IRES-Doméanen SLII, SLllla und der Knotenpunkt von
SLIllabc sind an der Komplexbildung beteiligt ** 3* ¥ Dabei hilft elF5 bei der Erkennung
des AUG-Basentripletts durch den ternaren Komplex und stimuliert anschlieRend die GTP-
Hydrolyse "*%!. Es erfolgt die Bindung der 60S-Untereinheit an die HCV-IRES, wodurch elF2
und elF5 die RNA verlassen und elF3 am Ribosomen assoziiert bleibt ['*%,

Es konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen, wie zellularer Stress, elF2
durch andere Faktoren, wie elF5B ['*% elF2D "% oder elF2A "', bei der Lieferung der Met-
tRNA, an den ribosomalen Komplex ausgetauscht werden kann.

Wie bei der Cap-abhangigen Translation wird auch die IRES-vermittelte Initiation der
Proteinsynthese durch die Mitwirkung der 3’-UTR stimuliert “* 2 Auch hier wird eine

Zirkularisierung vermutet, sodass eine Kontrolle der Integritat der 3"-UTR zur Produktion nur
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voll funktionsfahiger Proteine und damit infektidser Viruspartikel fiihrt '*?l. Die Beteiligung

bestimmter zellularer Faktoren und der verwendete Mechanismus sind noch ungeklart.

Met-tRNAi-elF2-GTP

— s 118

80S Initiationskomplex
408 40 Bindung elF2 und elF3 60S Bindung P

Bindung

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der IRES-abhédngigen Translationsinitiation von HCV. Einzelne
Schritte der Bindung der zelluldren Faktoren an die HCV-5"-UTR in Abhangigkeit einer IRES-Struktur zur Initiation
der Translation. Die 40S ribosomale Untereinheit bindet direkt an das Start-Kodon von SLIV, wodurch ein
Komplex aus elF3, elF2 und der Start-tRNA (Met-tRNA)) rekrutiert wird. Es kommt zur Hydrolyse des gebundenen
GTPs durch elF5, was zur Bindung der 60S ribosomalen Untereinheit fuhrt. Verandert nach (2n,

1.2.3 IRES trans-acting factors (ITAFs) und ihre Funktionen

Im Vergleich zur Cap-abhangigen Translation sind bei der IRES-vermittelten Initiation der
Proteinsynthese von HCV nur insgesamt drei elF-Gruppen beteiligt. Zur Unterstiitzung der
Effizienz der internen Translationsinitiation werden zusatzlich sogenannte IRES trans-acting
factors (ITAFs) rekrutiert. Diese Proteine sind normalerweise am zellularen RNA-
Metabolismus beteiligt, jedoch nicht bei der Cap-abhangigen Translation involviert. Fir HCV
konnten bereits einige ITAFs identifiziert werden: das La-Protein, NS1-assoziiertes Protein
(NSAP1), heterogenes nukleares Ribonukleoprotein (hnRNP) L und D, Insulin-like growth
factor 2 mRNA-binding protein 1 (IMP-1), Gem-assoziiertes Protein 5 (Gemin5), Sm-ahnliche
Proteine (LSm1-7), Polypyrimidine tract-binding protein (PTB) und poly(C)-bindendes
Protein 2 (PCBP2). Ihre strukturellen Eigenschaften und ihre Effekte auf die HCV-Translation
sind in Abbildung 1.10 aufgefuhrt. Die meisten der ITAFs tragen mehrere RNA-
Bindungsdomanen, die eine Bindung an die virale RNA ermdglichen. Die am haufigsten
vorkommenden Domanen sind das RNA-Erkennungsmotiv (RNA recognition motif, RRM) !'*4l
und die hnRNP K homologe Domane (KH) '*l. Vergleichsweise selten, aber fiir das La-
Protein charakterisierend, ist das La-Motiv ['%¢.

Der Effekt auf die HCV-Translation ist sehr unterschiedlich und kann je nach ITAF
stimulierend oder reduzierend sein (Abbildung 1.10). Die Proteine La, hnRNP L und NSAP1
binden an Protein-kodierende Regionen der HCV-RNA "*"'*l. Dagegen interagiert hnRNP D
mit SLII der HCV-IRES "% und ist zusammen mit den anderen Proteinen an einer

Steigerung der Effizienz der Translation beteiligt. Dartber hinaus ist bekannt, dass einige
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ITAFs miteinander interagieren, z.B. hnRNP D mit L "*" oder La-Protein mit LSm1-7 * und
vermutlich zusammen bei der Regulation der Translation beteiligt sind. Der molekulare

Mechanismus dahinter ist jedoch noch ungeklart.

Effekt auf HCV Translation

La module
La (SS-B) +
Lamotif RRM1 RRM2 SBM
[l [ JE I ] NSAP1 (hnRNP Q, SYNCRIP) i
acidic RRM1 RRM2 RERM3
T [ ] ] hnRNPL +
RRM1 RRM2 RRBRM3
[ L1 | ] nhnRNPD (AUF1) *
RRM1 RRM2
(LI I I T LIL.T ] wmP-1(1GF2BP1, ZBP1, VICKZA) &
RRM1 RRM2 KH1 KH2 KH3 KH4
[ 1 J2]0 3] a4 J[ 5])J[e6e][ 7 ] LSM1-7complex +
WD repeals Gemin5 ,, coiled coil
ENINIRIRIRIRINIRIEImImIEn J I d (=)
C LI LT T.1T T 1T ertemeNey (+)
RRM1 RRM2 RRM3 RRM4
L] [ Il PpcBP2(hnRNPE2, -CP2) (+)
KH1 KH2 KH3
/i Amino-

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 7 1300 1400 1500 s&uren

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der HCV-IRES trans-acting factors (ITAFs). Gezeigt sind die
verschiedenen ITAFs der HCV-IRES mit ihren Bindungsdoméanen (dunkel-grau) wie dem RNA-Erkennungsmotiv
(RNA recognition motif, RRM), der sauren Domane (acidic), der KH- (hnRNP K homologe) oder der La-Doméane.
Die Proteine sind: La-Protein, NS1-assoziiertes Protein (NSAP1), heterogenes nukleares Ribonukleoprotein
(hnRNP) L und D, Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 (IMP-1), Gem-assoziiertes Protein 5
(Gemind), Sm-&hnliche Proteine (LSm1-7), Polypyrimidine tract-binding protein (PTB) und poly(C)-bindendes
Protein 2 (PCBP2). Der Effekt auf die HCV-Translation ist dabei entweder stimulierend (+) oder reduzierend (-).
Verandert nach "1,

Uber die ITAFs hinaus konnten noch weitere zelluldre Faktoren identifiziert werden, die eine
Stimulation der Proteinbiosynthese induzieren, wie die microRNA-122 (miR-122) oder das

damit verbundene Argonaute- (Ago-) Protein [%3"%%]

Im Gegensatz zu den ubiquitar
exprimierten ITAFs kénnte die leberspezifische miR-122 flir den Lebertropismus von HCV

verantwortlich sein.

1.3 microRNAs

microRNAs (miRNAs) sind eine Klasse von nicht-kodierenden, einzelstrangigen RNAs, die

post-transkriptional bei der Regulation der Genexpression eine entscheidende Rolle
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spielen I'*®l Die etwa 22 nt langen miRNAs binden als miRNA-Protein-Komplexe (miRNP-
Komplexe) an komplementére Sequenzen hauptséchlich in der 3-UTR von mRNAs [*7. Je
nach Bindungsart kommt es zur Degradierung der Ziel-RNA, einer Reduktion der
Proteinbiosynthese oder Destabilisierung der mRNA durch Verkirzung des poly(A)-

[158]

Bereichs Diese nicht-kodierenden RNAs werden in verschiedenen Zelltypen und

Geweben exprimiert und sind an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt, wie an der

(%% an der Tumor-Suppression " oder aber an der Regulation des

Zellreifung
Lipidmetabolismus "®". Dies ist nicht ungewdhnlich, wenn man bedenkt, dass jede miRNA
eine grofRe Anzahl von mRNAs adressieren kann.

Dariiber hinaus ist bekannt, dass auch Viren wie HCV mit zellularen miRNAs interagieren ['>*
19511621831 qder sogar eine microRNA auf ihrem Genom kodieren ! und dadurch die Virus-

Wirt-Interaktion beeinflussen.

1.3.1 Biogenese und Funktion von miRNAs

Die genomische Organisation der miRNAs ist sehr verschieden: etwa 40 % sind in Introns
von nicht-kodierenden oder Protein-kodierenden Bereichen lokalisiert, wahrend nur etwa
10 % in Exons zu finden sind. Einige miRNAs haben einen unbestimmten Ursprung und der
Rest stammt von repetitiven Sequenzen ab ",

Die miRNA-Gene werden von der RNA-Polymerase Il im Nukleus zu sehr langen, mit Cap-
Nukleotid versehenen und polyadenylierten, primaren Transkripten (pri-microRNAS)
synthetisiert (Abbildung 1.11) *?. Diese werden nachfolgend von einem Komplex, bestehend
aus der RNAse lll Drosha und dem RNA-Bindeprotein DGRC8, zu 70 nt langen
Vorlaufermolekiilen (pre-microRNA) prozessiert ['®®!. Die pre-microRNAs bestehen aus einer
Haarnadelstruktur mit einem 5°-Phosphat und zwei Nukleotiden als Uberhang am 3’-Ende
der Sequenz "l Dieser Uberhang wird von Exportin-5, einem Mitglied der Karyopherine,
erkannt und dient somit als Export-Signal fur die pre-microRNA ins Zytoplasma. Der Energie-
abhangige Transport findet Uber die Bindung von Ran-GTP an Exportin-5 und die
anschlieRende Hydrolyse zu Ran-GDP im Zytoplasma statt ['®®. Dort kommt es nach der
Freilassung der RNA zur vollstdndigen Reifung der miRNA-Molekille Uber den zweiten
Komplex aus RNase Ill und RNA-Bindeprotein: Dicer/TRBP ['*). Die 22 nt langen,
imperfekten miRNA-Duplexe werden in den Flhrungsstrang (guide strand) und den
Gegenstrang (passanger strand) unterteilt ""°. Der Strang mit der schwicheren
Basenpaarung am instabileren 5°-Ende des Duplex wird zum Fiihrungsstrang """ "2, Beide
RNA-Molekile werden nachfolgend in einem Komplex aus Dicer/TRBP und von TRBP
rekrutierten Ago-Proteinen "®! entwunden, wobei der Gegenstrang degradiert und der

Flihrungsstrang integriert wird ['"?. Der daraus resultierende RNA-induced silencing complex
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(RISC) dient anschlieRend der Interaktion der miRNA mit der Ziel-Nukleinsdure, wobei die
Interaktion von miRNA und Ago der dabei entscheidende Faktor ist. Fur die Funktionalitat

des RISC sind noch weitere Proteine von Bedeutung, wie z.B. das PACT oder TNRC6B ['"*
174]

Nukleus Zytoplasma

microRNA Gen oder Intron

SOODEDL

l Pol Il
Ran-GDP

i pri-microRNA ? Exportin-5

itk

pre-microRNA

Drosha é

reife microRNA

et y .
\\/ <N
/4 \ "
mRNA - [ /Dicer
“+—

RISC
~

Protein

Reduktion der
Translation/
Deadenylierung

mRNA - -

Degradierung der
mRNA

Abbildung 1.11: Biogenese und Funktion zellularer microRNAs. microRNAs werden im Zellkern von der RNA
Poylmerase (Pol) 1l in 80 nt lange primare microRNAs transkribiert (pri-microRNA). Die Haarnadelstruktur der pri-
microRNA wird durch die Endonuklease Drosha im Komplex mit dem Co-Faktor DGCR8 erkannt und zur pre-
microRNA prozessiert. Diese wird anschlieRend Uber Exportin-5/Ran-GTP ins Zytoplasma transportiert. Nach
Bindung der pre-microRNA an den Dicer/TRBP Komplex erfolgt die Reifung zu doppelstrangigen miRNAs. Der
miRNA-Duplex wird entwunden. Der resultierende einzelstrangige miRNA-Fihrungsstrang bildet, zusammen mit
Argonaute- (Ago-) Proteinen, den RNA-induced silencing complex (RISC) und bindet so an die 3"-UTR ihrer Ziel-
mRNA. Die Expression der Zie-mRNAs wird (ber die Bindungseffizienz der miRNAs unterschiedlich beeinflusst
und fiihrt entweder zur Degradierung der mRNA oder zur Reduktion der Translation. Veréndert nach (7s]

Ago-Proteine sind essentielle katalytische Komponenten des RISC und binden neben
miRNAs noch weitere kleine, nicht-kodierende RNAs, wie small interfering RNAs (siRNAs)
oder Piwi-interacting RNAs (piRNAs).

Die Proteine der Ago-Familie sind aus vier charakteristischen Domanen aufgebaut: der N-
terminalen Domane, PAZ, MID und PIWI (Abbildung 1.12). Die PAZ-Domane dient der
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Bindung des 3"-Endes des miRNA-Filhrungsstrangs, wahrend das 5°-Phosphat von der MID-
Domane gebunden wird. Die PIWI-Domane hingegen ahnelt strukturell der Ribonuklease H
und dient dem Schneiden der Ziel-mRNA 761771,

Die reife miRNA im RISC fihrt die Ago-Proteine zur Ziel-RNA (ber komplementare
Basenpaarung zwischen der 2-8 nt langen seed-Sequenz am 5°-Ende der miRNA und dem
3’-Ende der Zielsequenz in der mRNA. Durch strukturelle Anderungen der Ago-
Untereinheiten wird das 3’-Ende der miRNA aus der PAZ-Domane entlassen, wodurch
letztendlich die Hybridisierung an die mRNA fortlaufen kann " Die Hybridisierung kann
sowohl perfekt als auch von nicht-paarenden Bereichen, durch Ausbildung von Wélbungen,
unterbrochen sein. Je nachdem kommt es dann zum Abbau der mRNA oder zur Reduktion
der Translation (Abbildung 1.11). Die variierende Anzahl an paarenden Nukleotiden der
miRNA sowie die unterschiedlichen Auspragungen bei der Hybridisierung erhéhen die
Anzahl méglicher Ziel-mRNAs erheblich ',

Bei einer perfekten Basenpaarung zwischen miRNA und mRNA wird das Transkript direkt

von der PIWI-Domane geschnitten (Abbildung 1.12).

a RISC b Hybridisierung ¢ Weitergabe und 3'-End-Entlassung d Schneiden
miRMA-Fihrungsstrag 30OH 3 OH
A

@N
Bindetasche

MID MID o MID MID

Abbildung 1.12: Schematischer Aufbau des RNA-induced silencing complex. (a) Argonaute- (Ago-) Proteine
sind aus vier Domanen aufgebaut: der N-terminalen Doméane N (gelb), PAZ (griin), MID (blau) und PIWI (orange).
Zusammen mit einer kleinen, nicht-kodierenden miRNA (rot) bildet Ago den RNA-induced silencing complex
(RISC) zur Regulation der post-transkriptionalen Genexpression. Der Fiihrungsstrang der Nukleinsaure ist tiber
sein 5’-Phosphat in der MID-Doméne verankert, wahrend das 3°-Ende (3'-OH) von der PAZ-Doméne gebunden
wird. (b) Sobald der RISC an die Ziel-RNA bindet, hybridisiert der Fiihrungsstrang an die Ziel-RNA und bildet eine
Doppelhelix aus. (c) Durch eine Konformationsédnderung des Ago-Proteins kommt es zur fortlaufenden Bindung.
Das 3’-Ende des Flhrungsstrangs wird aus der PAZ-Domane entlassen, sodass diese rotieren kann. (d) Diese
Strukturanderung fihrt zur Positionierung der Ziel-RNA-Schnittstelle in der Nahe der PIWI-Domane. Die mRNA
wird anschlielend, unter Mitwirkung von Magnesium-lonen (Mgz+), degradiert. Verandert nach [178]

Diese Fahigkeit besitzen jedoch nur manche Ago-Proteine. Von denen bei den human
vorkommenden vier Mitgliedern (Ago1—4) ist lediglich das Ago2 dazu in der Lage "’ Die
PIWI-Domane enthalt dort die funktionale Aspartat-Aspartat-Histidin-Triade mit einem
bivalentem Metall-lon (Mg*), welches wichtig fiir die Katalyse ist "®. Erfolgt die
Hybridisierung zwischen miRNA und Ziel-RNA mit Unterbrechungen aus nicht-paarenden

Bereichen, flihrt dies zur Absonderung der mRNA in sogenannte processing-bodies (P-
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bodies) "®". Diese im Zytoplasma befindlichen dynamischen Aggregate spielen eine
fundamentale Rolle beim exonukleolytischen Abbau von mRNA oder bei der Aufbewahrung

der mRNA bis zur Translation ['®2,

1.3.2 Die leberspezifische miR-122

Die miR-122 ist eine fast ausschliel3lich in Leberzellen exprimierte miRNA, die dort mit
135.000 Kopien bis zu 70 % der gesamten miRNA-Menge ausmacht ['®% "® Die miR-122
reguliert zahlreiche, zellulare Aktivitaten: von der Differenzierung der Hepatozyten, lber die
Regulation des Lipidmetabolismus '® und der Eisen-Homdostase "®! bis hin zur Bildung
von HCC "®] | etzteres Phanomen geht mit einer Reduktion der miR-122-Expression einher
['®71 Eine Uberexpression dieser miRNA in betroffenen Leberzellen zeigte interessanterweise

(18] Auch wenn mit Fortschreiten der

eine eindeutige Tumor-Suppressor-Funktion
Leberkarzinombildung eine weitere Reduktion des miR-122-Gehalts erfolgt ['*%, so sind noch
weitere Faktoren an der Ausbildung von Leberkrebs verantwortlich 1'%l Hepatitis C gilt dabei
als eine der Hauptursachen fur chronische Lebererkrankungen und steht in enger Beziehung

zu HCC.

1.3.3 Der Einfluss der miR-122 auf den HCV-Infektionszyklus

Durch Sequenzanalysen konnten miR-122-Bindungsstellen im HCV-Genom ausfindig
gemacht werden, die eine Bindung der leberspezifischen miR-122 an die HCV-RNA nahe
legen 1'% 91l Es befinden sich zwei Erkennungssequenzen der miR-122 in der 5-UTR und
eine weitere Bindungsstelle in der VR der 3'-UTR (Abbildung 1.13). Die Bindung in der
5°-UTR einer RNA ist fir miRNAs normalerweise untypisch, binden sie doch meist in der
3’-UTR der polyadenylierten und mit Cap-Nukleotid versehenen zellularen mRNAs.

Die vor der IRES in der 5°-UTR liegenden Sequenzen sind zwischen SLI und SLII lokalisiert
und unterscheiden sich in ihrer zur miR-122-seed-Region komplementaren Sequenz um nur
ein Nukleotid. Die erste Bindungsstelle beinhaltet 7 nt (5'-ACACUCC-3"), die zweite Region
eine 6 nt lange Bindungsstelle (5'-CACUCC-3") (Abbildung 1.13). Diese und die sich in der
3-UTR befindlichen Zielsequenz (5-ACACUCC-3") sind unter den HCV-Genotypen absolut
konserviert. Die Lokalisation der miR-122-komplementaren Sequenzen zwischen SLI und
SLII in der 5°-UTR und die Konservierung deuten auf eine funktionelle Beteiligung der miR-
122 auf den HCV-Replikationszyklus hin. Neben den Oberflachenrezeptoren (Kapitel 1.1.3.1)
konnte dabei die hauptsachlich in Leberzellen exprimierte miR-122 ein entscheidender

Faktor sein, der zum Lebertropismus von HCV beitragt.
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IRES 3-UTR
I
CRE SL1
5 Polyprotein ORF 3 <2
S1 VR
Vclel] e2 [[2] 3 []48] 5A JsBrwm m 3
T L T ) p(U/C) 3'X
Struktur- NS-Proteine 5B .2 .3 S3

Abbildung 1.13: Darstellung der miR-122-Bindungsstellen im HCV-Genom. Gezeigt sind die Positionen der
miR-122-Bindungsstellen (schwarze Kasten) im HCV-Genom, von denen sich insgesamt drei in nicht-
kodierenden Bereichen befinden (S1 und S2 in der 5°-UTR, S3 in der VR der 3°-UTR) und weitere drei (5B.1-3) in
Protein-kodierenden Abschnitten. Lediglich die erste Zielsequenz der NS5B-kodierenden Sequenz (graues
Késtchen) des Polyproteins ist als einzige unter den HCV-Genotypen nicht hoch konserviert (Dissertation N.
Diinnes, 2016).

Bereits 2005 konnte von Jopling et al. eine direkte Bindung der leberspezifischen miR-122
an die zwei miR-122-Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR nachgewiesen werden "%, Eine
Sequestrierung der miR-122 in mit HCV-Replikon-transfizierten Zellen fihrte zu einer
Reduktion der Akkumulation der viralen Genome, sodass ein positiver Einfluss der miR-122
auf die Replikation von HCV postuliert wurde. Ein Einfluss auf die Translation konnte jedoch
nicht beobachtet werden ['6% 1971,

Eine Stimulation der HCV-Translation durch die physikalische Interaktion der miR-122 mit
der 5-UTR konnte spater in der Arbeitsgruppe von M. Niepmann nachgewiesen werden,
sogar bei replikationsdefizienten Genomen. Zudem wurde eine Beschleunigung und
Unterstutzung der Assoziation der kleinen ribosomalen Untereinheit an die IRES der viralen
RNA beobachtet *®.. Diese und andere Daten zeigen erstmals, dass miRNAs nicht nur an
einer Reduktion sondern auch an einer Stimulation der Translation von Ziel-RNAs beteiligt
sein kénnen 1"°% 1921931 Der Effekt von miR-122 auf die HCV-Translation konnte in weiteren

Studien bestatigt werden ['°% 1941971

. Darilber hinaus wurde gezeigt, dass eine direkte
Bindung von miR-122 an das HCV-Genom essentiell fir die Produktion infektidser
Viruspartikel ist, wobei die Adressierung der ersten Zielsequenz (S1) in der 5-UTR einen
deutlich grofkeren Einfluss hat, als die Bindung der miR-122 an die zweite Bindungsstelle
(S2). Allerdings scheint die Beteiligung beider Sequenzen bei der Translation gleichwertig zu
sein '*1. Auch wenn die miR-122 in mehreren Bereichen des HCV-Replikationszyklus eine
Rolle spielt, so wird von Jangra et al. der leberspezifischen miRNA eine gré3ere Bedeutung

n % Ein Einfluss der

bei der Stabilisierung der RNA sowie RNA-Synthese zugesproche
miR-122 auf die Elongationsphase bei der RNA-Synthese konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden "% Allerdings schiitzt die miRNA die HCV-RNA vor nukleolytischem Abbau !*! und

steigert die Halbwertszeit replikationsdefizienter HCV-RNA %, Der miRNP-Komplex dient

21



Einleitung

dabei, analog zum Cap-Nukleotid, als Schutzkappe vor Degradierung der HCV-RNA, in
Abhéngigkeit von Ago2 und férdert als solches die Produktion infektidser Partikel 20203,

Die Beteiligung von Ago2 an den miR-122-induzierten Effekten konnte bereits zuvor in
knock-down Studien angedeutet ** '%°1 und in Assoziation mit der miRNA in weiteren
Studien nachgewiesen werden ['°% 204,

Die Bindung der miR-122 an ihre Zielsequenzen in der HCV-5"-UTR erfolgt nicht nur tGber die
Bindung der seed-Sequenz der miRNA an die komplementaren Bereiche in der viralen RNA,
sondern Uber die Beteiligung zusatzlicher seed-Sequenz-abwarts befindlicher Nukleotide der
miR-122. Diese hybridisieren an Bereiche Sequenz-aufwarts der Bindungsstellem in der
HCV-RNA (Abbildung 1.14). Von grof3er Bedeutung sind dabei die Nukleotide 15 und 16 der

miR-122 fiir die Stabilisierung der viralen RNA und fiir die Genom-Akkumulation "9 207,

A .

A% e Abbildung 1.14: Bindung der miR-122 an die

SLICG U miR-122
G U2 - HCV-5"-UTR. Schematische Darstellung der
8 8 UG i JE\CAGUJ X :‘L_ID miR-122-Bindung (griin) an die Zielsequenzen
5AceU Gw;:A"U""gEfEAUS wuféié‘fé(é cccoo_  Zwischen SLI und SLII in der HCV-5-UTR
UG: J_IGUEAEEU 7 38 _EG (Subtyp 2a). Die imperfekte Bindung erfolgt
et erie 5 G iber di i e mi
U A 2 U A Uber die seed-Sequenz der miR-122, sowie mit
'~[|_|— 2 USE 3-4 weiter 3'-gelegenen Nukleotiden an die
Gy MIR-122 5[}_% L|JC sLII erste (rot) und zweite (blau) Bindungsstelle im

HCV-Genom.

Diese RNA-Duplexe zeichnen sich durch eine imperfekte Hybridiserung aus, wie sie bei
miRNA/mRNA-Bindungen vorkommen koénnen (Kapitel 1.3.1). Interessanterweise induziert
diese Interaktion von miR-122 mit der HCV-5"-UTR jedoch eine Stimulation der Translation.
Uber die bereits bekannten miR-122-Zielsequenzen in den UTRs der HCV-RNA hinaus
konnten drei weitere Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region identifiziert werden
(Abbildung 1.13). Lediglich 5B.2 und 5B.3 sind unter den HCV-Isolaten hoch konserviert, die
5B.1-Zielsequenz jedoch nicht. Es konnte bereits eine leichte Reduktion der HCV-Translation
durch die Bindung der miR-122 an die 3'-UTR gezeigt werden (Dissertation N. Dinnes,
2016), wahrend die Bindung an 5B.2 die Replikation negativ beeinflusst 2%,
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1.4 Ziele der Arbeit

Die miR-122 hat einen grof3en positiven Einfluss auf den Infektionszyklus von HCV, indem
sie im Komplex mit Ago u.a. an die virale 5-UTR bindet ['** %2 Der genaue Einfluss dieser
Interaktion ist jedoch noch nicht bis ins Detail verstanden. Die miR-122 bindet mit
unterschiedlichen Affinititen an die komplementdren Sequenzen !"** 2%l Es wird allerdings
vermutet, dass beide miRNA-Bindungsstellen simultan durch miR-122 gebunden werden und
in gleichem MaRe an der Translation beteiligt sind "**. Es konnte bisher jedoch nur
nachgewiesen werden, dass die S1 einen hdheren Einfluss auf die Produktion infektidser
Viruspartikel hat "1, wahrend die miR-122 eine héhere Affinitdt zur S2 aufweist, wodurch
eine starkere Beteiligung der S2 an der Stabilisierung der HCV-RNA vermutet wird % Die
Bindung der miR-122 an ihre Erkennungssequenzen in der HCV-5-UTR scheint, trotz
synergistischem Einfluss auf den Replikationszyklus, unterschiedliche Aufgaben zu erfillen.
Zur naheren Untersuchung der individuellen Eigenschaften der miRNA-Bindungsstellen in
der 5"-UTR von HCV wurden in der vorliegenden Arbeit die mit der miR-122 hybridisierenden
Sequenzen mutiert, um diese anschliefend Uber kompensierende miRNAs separat
adressieren und ihre Funktion charakterisieren zu kdnnen.

In den verschiedenen experimentellen Ansatzen standen dabei folgende Fragen im

Vordergrund:

l. Bindet die miR-122 an beide komplementare Sequenzen in gleichem Ausmal}
oder wird eine Erkennungssequenz bevorzugt gebunden?

Il. Ist der Effekt der miR-122-Bindung additiv oder kooperativ und wirkt sich diese Art
der Bindung ebenso auf die Stimulation der Translation aus?

Il. Wird die HCV-RNA durch die Adressierung einer miRNA-Bindungsstelle besser

oder von beiden Sequenzen gleichwertig vor nukleolytischem Abbau geschiitzt?

Aufgrund der nachgewiesenen direkten Bindung der miR-122 Uber die Beteiligung von
Ago2 im miRNP-Komplex "** wurden die spezifischen Bindungen der artifiziellen
miRNAs an die mutierten Sequenzen in der HCV-5'-UTR zunachst Uber anti-Ago-
Protein-co-Immunprazipitation  Uberprift und hinsichtlich ihrer Bindungseffizienz
charakterisiert. Die Mutationen wurden anschlieBend in einem monocistronischen
Reporter-Konstrukt Gbernommen und zur Untersuchung der Beteiligung an der
Translation verwendet. Aufgrund der schiitzenden Funktion der miR-122 vor
Degradierung durch Nukleasen "% 2% wuyrde zudem der separate Beitrag der
entsprechenden miRNA-Bindungsstelle an der Genom-Stabilitdt von HCV mithilfe des

RNase Protection Assays bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Firma Genotyp

E.coli DH5a Invitrogen F~, endA1, ginV44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, deoR

nupG, purB20, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(r« mg*), A

E.coli XL1-Blue Stratagene A(mcrA)183,
supE44, thi-1

A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1
, recA1, gyrA96, relA1, lac [F' proAB

laclZAM15 Tn10 (Tet)]

2.1.2 Zelllinien

Zelllinie Quelle

Ursprung

HelLa Bartenschlager Labor, Heidelb
Deutschland

HuH-7.5 Rice Laboratorien, Rockefeller
Universitat, US

2.1.3 Nukleinsauren

2.1.3.1 Plasmide

erg, Humanes Zervixkarzinom

Humanes Leberkarzinom

Das Plasmid pFL-J6/JFH1 lieferte die 5-UTR-Sequenz fir die meisten in der Liste

aufgefihrten Plasmide. Die Karten der hervorgehobenen Plasmide befinden sich im Anhang

(Kapitel 6).

Name

Hergestellt von

pFL-J6/JFH1
pUC18-Con-1-IRES-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1-IRESn,-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1-IRESs;,-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1-IRESssm-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1 IRES-hRIuc-3"-UTR

Rice Labor, Rockefeller Universitat, US
D. Conrad, Niepmann Labor

A. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
A. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
A. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
A. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor

Eurofins MWG Operon, Ebersberg
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pUC18-J6/JFH1 IRES,,,-hRluc-3"-UTR
pUC18-J6/JFH1 IRESsim-hRIuc-3-UTR
pUC18-J6/JFH1 IRESs;m-hRIuc-3-UTR
pUC18-J6/JFH1 IRES-hRIuc- S3m
pUC18-J6/ JFH1 IRES,-hRluc - S3m
pUC18-J6/JFH1 IRESsim-hRIluc-S3m
pUC18-J6/JFH1 IRESs,m-hRIuc-S3m
pPGEM-4Z-FLuc-Poly(A)
pGEM-4Z-SP6rev-FLuc-Poly(A)
pUC18-J6/JFH1-IRES-SP6rev-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1-IRES~SP6rev-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1 IRESg,-SP6rev-S1-HDVrz
pUC18-J6/JFH1 IRESg;-SP6rev-S1-HDVrz

2.1.3.2 Oligonukleotide

> > > >» > O > >» Z2 Z > > Z

. Dinnes, Niepmann Labor

. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Dinnes, Niepmann Labor

. Dinnes, Niepmann Labor

. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Loew, Niepmann Labor

. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor
. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor

. Nieder-Réhrmann, Niepmann Labor

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH, Ulm, synthetisiert. Die LNA-

Oligonukleotide wurden von der Firma Exiqon, Vedbaek, Danemak, hergestellt.

2.1.3.2.1 DNA-Oligonukleotide

Bezeichnung [bp] Sequenz (5°-3")

Verwendung

Cloning HCVcc 46
IRES FWD

Cloning HCVcc 35
IRES RV

GCAAAAAGCTTTAATACGACTCAC
TATAGCCTGCCCCTAATAGGGG

GCAAAGGATCCACGATCTGGCCG
CCGCCCGGAAAC

PCR-Primer fir die
Klonierung der J6/JFH1-
5-UTR in die pUC18-
Con-1 IRES-S1-HDVrz
Plasmid-DNA

QC J6/JFH 59 CTCACTATAGACTGCCCCTAATA
m1m2 fwd GGGGCGAGACTACGCAGTGAAT
CTATCCCCTGTGAG
Mutagenese-Primer fir
QC J6/JFH 59 CTCACAGGGGATAGATTCACTGC S1mS2m in der 5-UTR
m1m2 rev GTAGTCTCGCCCCTATTAGGGGC
AGTCTATAGTGAG
FW pUC18 18 CAAGGCGATTAAGTTGGG
PCR-Primer fir 5°-
RV 5-UTRco-IP 20 TGAGGTTTAGGATTTGTGCT

(363 nt)

UTR363 nt (CO-I P)

LNATm" 16

G*+T*A*G*T*+C*T*G*A*C*A*A*T*G*
+T*C

Blockierung von miR-
Bindungsstelle S1m
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LNA2m" 13  G*G*A*+T*+A*G*G*T*T*C*A*+C*+T  Blockierung von miR-
Bindungsstelle S2m
LNA-anti-miR122 15  +C*C*A*+T*T*G*+T*C*A*+C*A*C*+ ) )
o Blockierung von miR-122
T*C*+C
FW pUC18 neu 21  GCTGGCGAAAGGGGGATGTGC PCR-Primer flr
Luciferase-DNA
RV hRLuc 3°- 20 GGTCTCTCTGCAGATCATGT . .
UTR PCR-Prlmer far
Luciferase-DNA
Top SP6 RPA 30 CCGGTCATAGTGTCACCTAAATA  Oligos zur Klonierung von
CGCGTG antisense SP6 in die
Bottom SP6 RPA 30 CCGGCACGCGTATTTAGGTGACA pUC18-J6/JFH1-IRES
CTATAGA (Wwt/mut)-S1-HDVrz
Plasmid-DNA (RPA)
Top Sphl* Sp6 23 CATTTAGGTGACACTATAGATTA Oligos zur Klonierung des
* SP6-Promoters in die
gotgom Sphl 27 g"o\l' _IA_\CGTAAATCCACTGTGATATCT 0GEM-4Z FLuc Poly(A)
P Plasmid-DNA (RPA)
RV +1000 bp 20 GTATCCGGTAAGCGGCAGGG PCR-Primer fur antisense-
SP6 RPA DNA von HCV (RPA)
FW pGEM-4z 20 CAATTTCACACAGGAAACAG
PCR-Primer fir antisense-
RV Fluc RPA 20 GGCCGCTTACAATTTGGACT DNA von FLuc (RPA)
FW QC S1S2m 55 CCTAATAGGGGCGACACTCCGCA
GTGAATCTATCCCCTGTGAGGAA
CTACTGTCT Mutagenese-Primer fir
RV QC S1S2m 55 AGACAGTAGTTCCTCACAGGGGA S1S2minder5-UTR
TAGATTCACTGCGGAGTGTCGCC
CCTATTAGG
FW QC S1mS2 55 CCTAATAGGGGCGAGACTACGCC
ATGAATCACTCCCCTGTGAGGAA
CTACTGTCT Mutagenese Primer fir
RV QC S1mS2 55 AGACAGTAGTTCCTCACAGGGGA S1mS2inder5-UTR
GTGATTCATGGCGTAGTCTCGCC
CCTATTAGG
a-Sm1.1? 16 GTAGTCTGACAAAGTC Blockierung von miRNA-
Bindungsstelle S1m
(ohne 1. ,G" von Sm2)
a-Sm2.1? 15 GGATAGATTCACTGC Blockierung von miRNA-
Bindungsstelle S2m
(mit 1. ,G“ von Sm2)
a-Sm1Sm2? 31 GGATAGATTCACTGCGTAGTCTG Blockierung beider

ACAAAGTC

mMiRNA-Bindungsstellen
S1mS2m

1) LNA™-Base: +G, +A, +T, +C, Phosphorothioat-DNA-Base: G*, A*, T*, C*

2) Modifikation: 2'-O-Methylierung
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2.1.3.2.2 RNA-Oligonukleotide

Bezeichnung [nt] Sequenz (5°-3")

miR-122 mat 22 ®UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
miR-122* 22 ®AACGCCAUUAUCACACUAAAUA
miR-124 mat 22 ®UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA
miR-124* 22 ®GUGUUCACAGCGGACCUU GAUU
miR-122m1 mat 22 ®UGUAGUCUGACAAAGUCGUUUG
miR-122 m1* 22 ®AACGACUUUAUCAGACUCAAUA
miR-122m2 mat 22 ®UGGAUAGUGACAACUGUGUUUG
miR-122 m2* 22 ®AACGCAGUUAUCACUAUAAAUA

* Gegenstrang (passenger strand) zur Herstellung von microRNA-Duplexen

2.1.4 Nukleotide

Bezeichnung

Firma

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ribonukleosid-Triphosphate (rNTPs)
[a-*2P]-rUTP (800 Ci/mmol, 1 mCi)
m’GPsG (methyliertes Capping-Nukleotid)

21.5 Enzyme

Enzym

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Perkin Elmer, Akron, US

Jena Bioscience, Jena

Firma

Antarctic Phosphatase

DNase | (RNase-frei)

OneTag® DNA-Polymerase
PfuTurbo® DNA-Polymerase
PfuTurbo Cx Hotstart DNA-Polymerase
Platinum® Pfx-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen, diverse
RNase A/T1-Mix
SP6-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T7-RNA-Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Agilent, Frankfurt am Main

Agilent, Frankfurt am Main

Thermo Scientific, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Thermo Scientific, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Thermo Scientific, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
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2.1.6 GroRenstandards

2.1.6.1 DNA-GroRenstandards

Der DNA-Grolenstandard wird bei der Agarosegel-Elektrophorese flir DNA und RNA

verwendet.

Marker GroRen [bp] Firma

HyperLadder | 10.000, 8000, 6000, 5000, 4000, Bioline, Lichtenfels
3000, 2500, 2000, 1500, 1000,
800, 600, 400, 200

Low Range ssRNA 1000, 500, 300, 150, 80, 50 New England Biolabs,

Ladder Frankfurt am Main

2.1.6.2 Protein-GroRenstandards

Der Protein-GroRRenstandard wird bei der Polyacrylamidgel-Elektrophorese zum Nachweis

von Argonaute-Protein 2 (Ago2) eingesetzt.

Marker GroRen [kDa] Firma
PageRuler™ Prestained 180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10 Thermo Scientific,
Protein Ladder Darmstadt

2.1.7 Antikorper und Magnetische Beads

Antikorper/Magnetische Beads Firma

AffiniPure goat-anti-Rat, LightChain*Specific Jackson ImmunoResearch
goat-anti-PTBP1 Abcam, Cambridge, UK

Protein A Magnetic Beads New England Biolabs, Frankfurt am Main
Protein G Magnetic Beads New England Biolabs, Frankfurt am Main
rabbit-anti-elF3 Abcam, Cambridge, UK

rat-anti-Ago2, clone 11A9 Sigma Aldrich, Taufkirchen

Streptavidin Magnetic Beads New England Biolabs, Frankfurt am Main
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2.1.8 Kits

Kit

Firma

NucleoSpin® Plasmid EasyPure

Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification System
Genedet Plasmid Miniprep Kit

GeneJet Plasmid Maxiprep Kit

NucleoBond® PC100 Midiprep Kit

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
GenelJet Gel Extraction Kit

RNeasy® Mini Elute™ Cleanup Kit

GenedJet RNA Cleanup and Concentration Micro Kit

SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate

Firefly Assay Beetle-Juice
Renilla Assay Renilla-Juice
Qubit™ Assay Kits

2.1.9 Chemikalien und Reagenzien

Macherey-Nagel, Diren
Promega, Mannheim
Thermo Scientific, Darmstadt
Thermo Scientific, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diren

GE Healthcare, Minchen
Thermo Scientific, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Darmstadt

Pierce, Thermo Scientific,
Darmstadt
PJK, Kleinblittersdorf

PJK, Kleinblittersdorf

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Die nicht weiter aufgefliihrten Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich

(Taufkirchen) und Roche (Mannheim) bezogen.

Bezeichnung

Firma

Acrylamid-Lésung, Rotiphorese Gel 40 (19:1)
Acrylamid-Lésung, Rotiphorese Gel 40 (29:1)

Adenosin-5"-triphosphat

Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)

Bacto Agar
Bromphenolblau
Dithiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Gerbu Biotechnik, GmbH,
Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
Fetal Bovine Serum (fétales Rinderserum, FBS)
Formamid

Glutathion
Glycoblue

Lennox Broth (LB) Medium
Lipofectamine 2000

Milchpulver
Nonidet-40, Biochemica Ersatzprodukt

Penicillin-Streptomycin-Lésung (100 x)

PBS (10 x)

Proteinase K [20 mg/ml]

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
Trizol® LS Reagent

tRNA [10 mg/ml]
Trypsin-EDTA (0,5 %,10 x)

Tween®20
Xylencyanolblau FF

2.1.10 Puffer

2.1.10.1 Kulturmedien und Puffer

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

EDEKA Krenschker, Giel3en

AppliChem GmbH, Darmstadt

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt
am Main

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Ambion® Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Thermo Scientific, Darmstadt

Life Technologies GmbH,
Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Bezeichnung Zusammensetzung
Lennox Broth (LB) Medium 20 g/l LB-Pulver
@11 dH,O

Sterilisation durch Autoklavieren (15 min, 121 °C)

LB-Agar-Platten 20 g/l LB-Pulver
2 % (wiv) Bacto Agar LB-Medium
@400 ml  dH,O
Sterilisation durch Autoklavieren (15 min, 121 °C)
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Transformations-Puffer (TFP) 1

Transformations-Puffer (TFP) 2

LB/MgSO.

1 x PBS

0,5 % Trypsin-EDTA

10 % DMEM
(10 % FBS, 1 % Pen/Strep)

30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,

100 mM RbCl,

15 % (v/Iv) Glycerol

@ 120 ml dH,0O

Einstellen des pH-Wertes auf pH 58 mit 1M
Essigsaure (~ 140 pl); Sterilfiltrieren

10 mM MOPS (pH 6,5)
75 mM CaCl,

10 mM RbCl,

15 % (v/Iv) Glycerol

@ 120 ml dH,O

Einstellen des pH-Wertes auf pH 6,5 mit 1 M KOH
(< 10 pl); Steriffiltrieren

250 ml LB-medium
20 mM MgSO,

Verdinnung von 10 x PBS in 1 x ddH,O

Verdinnung von 10 x 0,5 % Trypsin-EDTA in 1 x
PBS

50 mi FBS
5ml Pen/Strep
in 500 mi DMEM

Kryomedium 10 ml FBS
(20 % FBS, 10 % DMSO) 5ml DMSO
@ 50 ml DMEM
2.1.10.2 Gel-Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung
10 x TBE (Tris-Borat-EDTA) 108 g Tris
55¢ Borsaure
40 ml 0.5 M EDTA (pH 8,0)
@1l ddH,0
50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA) 242 g Tris
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0.5 M EDTA (pH 8,0)
@1l ddH,O
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2.1.10.3 Nukleinsaure-Probenpuffer

Bezeichnung Zusammensetzung
RNA-Probenpuffer 80 % Formamid
10 % Glycerol
50 mM EDTA (pH 7,5)
einige Kérner  Bromphenolblau und
Xylencyanol
@ 20 ml ddH,O

DNA-Probenpuffer

2.1.10.4 Co-IP-Puffer

Aufbewahrung bei - 20 °C in 2 ml Aliquots

75 % Glycerin

50 mM EDTA (pH 8,0)

einige Korner Bromphenoblau und
Xylencyanol

@ 20 ml dH,0
Aufbewahrung bei - 20 °C in 2 ml Aliquots

Bezeichnung Zusammensetzung
Co-IP-Lysepuffer 25 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM KCI
2 mM EDTA (pH 7,5)
0,5 mM DTT
0,5 % NP-40

Co-IP-Waschpuffer

Proteinase K-Puffer

Fixierlésung

@ 250 ml ddH,O

50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
300 mM NaCl

5 mM MgCl,

0,05 % NP-40

@ 500 ml ddH,0

200 mM Tris-HCI (pH 7,5)
300 mM NaCl

25 mM EDTA (pH 7,5)
2% SDS

@ 50 ml ddH,0O

7,5 % Essigsaure
5% Ethanol
@1l dH,O
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2.1.10.5 SDS-PAGE-Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

30 % Acrylamid-Ldsung

Trenngel-Puffer (pH 8,8)

Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

10 % SDS (wW/v)

10 % APS

Verdinnung von 150 ml Rotiphorese Gel (19:1) mit
dH,0 in einem Endvolumen von 200 ml

90,75¢g Tris

@ 400 ml dH,O

Einstellen des pH-Wertes auf 8,8 mit HCI; Auffillen
auf 500 ml Gesamtvolumen mit dH,O

90,75 ¢ Tris

@ 400 ml dH,O

Einstellen des pH-Wertes auf 6,8 mit HCI; Auffillen
auf 500 ml Gesamtvolumen mit dH,O

59 Natriumdodecylsulfat (SDS)
@ 50 ml dH,0

0,149 Ammoniumpersulfat (APS)
@ 10 ml dH,0

10 x SDS-Laufpuffer 1049 SDS
304g Tris
144 g Glycin
@1l dH,O
Fir 1 x SDS Laufpuffer 1:10 mit dH,O verdiinnen
4 x SDS-Probenpuffer 20 % Glycerol
20 % B-Mercaptoethanol
60 % 10 % SDS
125 mM Tris
einige Koérner Bromphenolblau
@ 25 ml ddH,O
2.1.10.6 Western Blot-Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung
Kathoden-Puffer 39 Tris

Anoden-Puffer |

@ 800 ml dH,O
Einstellen des pH-Wertes auf 9,4 mit HCI

100 ml Methanol
@11 dH,O
36,39 Tris

@ 800 ml dH,O
Einstellen des pH-Wertes auf 10,4 mit HCI
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100 ml Methanol
@1l dH,0
Anoden-Puffer Il 39 Tris

@ 800 ml dH,O
Einstellen des pH-Wertes auf 10,4 mit HCI

100 ml Methanol
@1l dH,O

10 x TBS 60,59 Tris
87,69 NaCl

@ 800 ml dH,O
Einstellen des pH-Wertes auf 7,5 mit HCI

@1l dH,O

Fur 1 x TBS 1:10 mit dH,O verdiinnen
TBST 0,25 % (v/v) Tween20

11 1xTBS
Blockierungspuffer 10 % (w/v)  Milchpulver

100 ml 1 x TBST

2.1.10.7 Puffer fur die Elektroporation

Bezeichnung Zusammensetzung
Zytomix 120 mM KCI
0,15 mM CaCl,
10 mM K,HPO4/KH,PO, (pH 7,6)
25 mM HEPES (pH 7,6)
2mM EGTA (pH 7,6)
5 mM MgCl,

@ 475 ml ddH,O
Sterilfiltration; kurz vor Gebrauch Zugabe von 2 mM
ATP (pH 7,6) und 5 mM Gluthathion (pH 7,6)

2.1.10.8 Electrophoretic Mobility Shift Assay-Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

5 x Hybridisierungspuffer 500 mM HEPES (pH 7.5)
500 mM KCI
25mM MgCl,

@ 50 ml ddH,O
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2 x Gelladepuffer 60 % Glycerol
1x TBE
12 mM MgCl,
@ 50 ml ddH,0O
2.1.10.9 RNase Protection Assay-Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung
Elutionspuffer 2M Natriumacetat
1% SDS
Hybridisierungspuffer 80 % Formamid
40 mM PIPES (pH 6,4)
400 mM NaCl
1 mM EDTA (pH 8)
@ 50 ml ddH,O
Aufbewahrung bei - 20 °C in 5 ml Aliquots
RNase-Reaktionspuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
5 mM EDTA (pH 8)
300 mM NaCl
@ 200 ml ddH,O
2.1.11 Spezielle Verbrauchsmaterialien
Material Firma
Chromatographie Papier 3MM (Whatman Paper) VWR, Darmstadt
Cryo-Roéhrchen TTP, Schweiz

Elektroporationskuvetten (4 mm)
Mikrotiterplatte (6-wells)

Mikrotiterplatte, Black/White Isoplate-96
Pipettenspitzen, mit Filter (10 pl — 1000 pl)
Pipettenspitzen, ohne Filter (10 ul)

PVDF Membran, Immobilon-P (0,45 um)
Reaktionsgefalie (15 ml, 50 ml)
Reaktionsgefalie (0,2 ml — 2 ml)
Réntgenfilme, CL-XPosure™ (18 cm x 24 cm)
Serologische Pipetten (5 ml — 50 ml)
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Zellkulturschalen (100 mm x 20 mm)

Bio-Rad, Minchen
Sarstedt, Nimbrecht
Perkin Elmer, Akron, US
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Millipore, Billerica, US
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Thermo Scientific, Darmstadt
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
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2.1.12 Gerate

Gerat

Firma

Bi-Destille, Destamat
Blotapparatur, Fastblot B43/B44
COs,-Inkubator, Serie CB
Digitales pH-Meter 644

Elektrophorese Netzgerat, EPS 500/400

Elektrophorese Netzgerat, Power Pac 1000
Elektroporator, Gene Pulser Xcell™
Fluorometer, Qubit™

Geiger-Zahler, LB 124

Gel-Dokumentationssystem, Gel-DocXR
Geltrockner, Diaphragm Pump
Heizblock MBT 250

Heiz-Magnetriihrer US152
Horizontalschttler 3017

Inkubator fur Bakterienkulturen, Certomat® H
Inkubator fur Petrischalen, B15
Kippschuttler, Duomax 1030
Kuhlzentrifuge 5417R

Kuhlzentrifuge, Multifuge 3L-R
Kuhlzentrifuge, Avanti JXN-26
Klhlzentrifuge-Rotoren JA-10, JA-25.50
MagnaRack™

Mikropipetten (2ul—-1000 pl)

Mikroskop, Leica DM IL invers
Mini-Gelsysteme

Petrischalen Inkubator, B15
PCR-Maschine, T1 Thermocycler/TProfessional
PCR-Maschine, Design Artefakt

Phosphor Imager, Cyclone® Plus
Pipettierhilfe

Rotator, IKA® Loopster Basic
Sequenziergel-Apparatur

Sterilbank, Lamin Air HA 2448 BS

Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen
Binder GmbH, Tuttlingen

Knick Elektronische Messgerate GmbH
& Co. KG, Berlin

Pharmarcia Fine Chemicals, Uppsala,
Schweden

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Life Technologies GmbH, Darmstadt

Berthold Technologies GmbH & Co.
KG, Bad Wildbad
Bio-Rad, Miinchen

Vacuumbrand GmbH & Co, Wertheim
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Stuart, Stone, UK

GFL, Burgwedel

B. Braun, Austin, US

Thermo Scientific GmbH, Dreieich
Heidolph Instruments, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Beckman Coulter, Brea, US
Beckman Coulter, Brea, US
Invitrogen, Karlsruhe

Gilson, Middleton, US

Leica Microsystems, Wetzlar

von Keutz, Reiskirchen

Thermo Scientific GmbH, Darmstadt
Biometra, Géttingen

Industriekultur, Darmstadt

Perkin Elmer, Akron, US

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
IKA Labortechnik, Staufen

von Keutz, Reiskirchen

Heraeus, Hanau
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Multimode Reader, Tecan infinite M200
Thermoschuttler MB-102
Tischzentrifuge 5424

Zahlkammer, Neubauer-improved (0,1 mm Tiefe)

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Bioer, Hangzhou, China
Eppendorf, Hamburg

Superior Marienfeld, Lauda
Kdnigshofen
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Bakterienstamme

Die E.coli-Stdmme XL1-Blue und DH5a wurden flur die Transformation von DNA verwendet.
Durch die fehlende Endonuklease (endA) Aktivitat wird die Ausbeute sowie die Qualitat der
praparierten DNA erhdht. Die Rekombinase (recA) Mutation sorgt fir eine gesteigerte Insert-
Stabilitdt. Darlber hinaus besitzt der Stamm XL1-Blue eine Tetracyclin-Resistenz als

Selektionsmarker.

2.2.1.2 Kultivierung von E.coli-Stammen

Die Kultivierung der verschiedenen E.coli-Stamme erfolgt auf LB-Agar-Platten oder in
Flissigkultur mit LB-Medium. Da die verwendeten Plasmid-Konstrukte eine Ampicillin-
Resistenz tragen, werden dem Flissig- und Nahrmedium 150 ug/ml Ampicillin zugegeben.

Die Bakterienkulturen werden bei 37 °C lGber Nacht inkubiert.

2.2.1.3 Transformation von E.coli Stammen

2.2.1.3.1 Herstellung von chemisch kompetenten Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien erfolgt Uber die klassische CaCl,-Methode,
bei der die zu transformierende Plasmid-DNA durch Hitzeschock in die Bakterienzelle
eingebracht wird.

Fir die erste Ubernachtkultur wird ein Klon in 5 ml LB-Medium (berfiihrt und bei 37 °C in
einem Schuttelinkubator kultiviert. Die Vorkultur wird anschlieRend 1:10 in 250 ml LB-
Medium (mit 20 mM MgSQO,) verdunnt. Die Kultur wird bis zu einer optischen Dichte (ODeggo)
von ca. 0,6 auf dem Schiittler inkubiert. Zum Pelletieren der Zellen werden diese bei 4 °C flr
3 min bei 4500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird in 100 ml
eiskalten Transformations-Puffer 1 (TFB1) resuspendiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis
wird die Zellsuspension erneut bei 4500 rpm und 4 °C fir 5 min pelletiert. Nach Verwerfen
des Uberstands wird das Pellet in 10 ml eiskaltem Transformations-Puffer 2 (TFB2) geldst
und fur 15-30 min auf Eis gehalten. Die chemisch kompetenten Zellen werden in 100 pl

Aliquots aufgeteilt, in Flussigstickstoff eingefroren und bei - 40 °C aufbewabhrt.

38



Material und Methoden

2.2.1.3.2 Calciumchlorid-Transformation von DNA in kompetente Zellen

Die Transformation von chemisch kompetenten Bakterienzellen erfolgt tber Zugabe von
0,01-0,001 pmol Plasmid-DNA oder 0,05-0,1 pmol einer Ligationsreaktion zu 50 pl
Zellsuspension. Fur Mutagenese-Produkte werden 30 ul des Reaktionsansatzes zu 100 pl
Suspension gegeben. Zunachst wird die DNA mit den Bakterien fir 30 min bei 4 °C inkubiert.
Durch einen Hitzeschock fir 2 min bei 42 °C oder 45 °C (XL1-Blue) wird anschlieRend die
Aufnahmefahigkeit der Zellen fir Fremd-DNA kurzzeitig erhéht. Vermutet wird, dass eine Art
Neutralisierung der negativen Ladung der zu transfizierenden DNA durch das Ca*-lon
eintritt, wodurch die Plasmid-DNA einfacher durch die negativ geladene Zellmembran
gelangen kann.

Nach weiteren 2 min bei 4 °C werden die Zellen mit 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika fur
1 Stunde (h) bei 37 °C auf dem Schuttelinkubator inkubiert. Die Zellen werden bei 4000 rpm
fir 2 min pelletiert und 9/10 des Uberstandes verworfen. Nach Resuspension der Zellen im
restlichen Medium werden diese auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin als Selektionsmarker
ausplattiert und umgedreht tGber Nacht bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrolle wird je ein
Ansatz ohne DNA mitgefiihrt. Bei Ansatzen mit Ligationsprodukten wird zusatzlich eine
pUC18- oder pUC19-Plasmid-DNA als Positivkontrolle transformiert.

2.2.2 Arbeiten mit DNA
2.2.2.1 DNA-Synthese

2.2.2.1.1 Standard Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) ist eine Methode zur spezifischen
in vitro-Amplifikation definierter DNA-Fragmente, mit spezifischer Sequenz und GrofRe. Die
vermehrten DNA-Fragmente kdnnen entweder fur Klonierungen oder als Matrize fur die in
vitro-Transkription verwendet werden.

Fir die PCR werden zwei, die Zielsequenz flankierende, kurze DNA-Oligonukleotide (Primer)
eingesetzt, die komplementar zum 5°- bzw. 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts
sind (Tabelle 2.1).

Im ersten Schritt des Zyklus wird der DNA-Doppelstrang bei 94°C denaturiert. Das Binden
der komplementaren Primer (Hybridisierung) findet durch ein Absenken der Temperatur statt.
Diese liegt 5 °C unter der Schmelztemperatur (T,) des Primers mit dem geringeren Wert. Zur
Amplifikation der DNA wird die hitzestabile Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus

aquaticus mit einem Temperaturoptimum von 68 °C eingesetzt. Dieser Zyklus wird 30 Mal
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wiederholt, wodurch es zu einer exponentiellen Vermehrung des DNA-Fragments kommt
(Tabelle 2.2).

Tabelle 2.1: Standardreaktionsansatz fiir die PCR.

Bestandteil Endkonzentration
OneTaqg® Standard Reaction Buffer 1x

dNTPs 0,25 mM

Primer forward 0,5 pmol/pul

Primer reverse 0,5 pmol/pl
DNA-Template 1 ng/pl
OneTaq®-Polymerase 0,625 U/l

@ 50 pl mit ddH,O

Tabelle 2.2: Standard PCR-Programm.

Schritt Temperatur Zeit [min:s] Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 05:00 1
Denaturierung 94 °C 01:00

o Primer-spezifisch
Hybridisierung 00:30 30

Tn-5

Elongation 68 °C 1 min/kb
Finale Elongation 68 °C 05:00 1

2.2.2.1.2 Praparative PCR

Die praparative PCR dient der Herstellung grofRer Mengen bestimmter DNA-Fragmente fur
Klonierungen oder zur Aufreinigung aus Agarosegelen (Kapitel 2.2.2.3.3). Das Prinzip und
das PCR-Programm sind identisch zur Standard-PCR. Auch der Reaktionsansatz entspricht
dem der Standard-PCR, jedoch wird hierflr ein grofkeres Volumen eingesetzt. Fir eine
praparative PCR werden normalerweise etwa 600-1200 ul, d.h. 12-24 PCR Ansatze,

verwendet, entsprechend der bendtigten Menge fur weitere Applikationen.
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2.2.2.2 Modifikation von DNA (Mutagenese und Klonierung)

2.2.2.2.1 Zielgerichtete Mutagenese mittels PCR

Uber die in vitro-Mutagenese kdénnen, mittels einer speziellen PCR, Punktmutationen,
Insertionen oder Deletionen in eine Plasmid-DNA eingefligt oder aus dieser entfernt werden.
Das Plasmid wird hierbei vollstandig amplifiziert. Das Protokoll stammt aus dem frei
zuganglichen QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene.

Hierbei werden zwei jeweils komplementare Primer verwendet, welche mittig die gewlnschte
Mutationssequenz tragen. Diese sollte von jeweils 10-15 nt zum Vektor homologen
Sequenzabschnitten flankiert werden. Die Oligonukleotide sollten dabei eine Gesamtlange
von 45 nt nicht Uberschreiten und eine T, von 78 °C oder mehr haben. Das Primerpaar wird
nach Anlagerung an die doppelstrangige Plasmid-DNA durch eine spezielle
DNA-Polymerase mit hoher Korrekturleserate verlangert (Tabelle 2.3, Tabelle 2.4).

Wahrend der Inkorporation der Primer wird ein mutiertes Plasmid synthetisiert. Nach der
PCR wird dem Reaktionsansatz die Dpnl-Endonuklease zugegeben. Dieses Enzym
schneidet methylierte oder hemimethylierte DNA, sodass die mutierte, nicht-methylierte DNA
gegen die parentale, aus E.coli isolierte und damit methylierte Plasmid-DNA selektiert wird.
Der Erfolg der Mutagenese kann auf einem Agarosegel (Kapitel 2.2.4.3.1) Uberpruft werden,
indem 1/5 des PCR-Produkts vor und nach dem Dpnl-Verdau aufgetragen wird. Das
Vorhandensein einer DNA-Bande nach enzymatischem Verdau deutet auf eine erfolgreich
amplifizierte, mutierte Plasmid-DNA hin. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms im
Reaktionsansatz werden 30 pl in E.coli XL1-Blue- oder DH50-Zellen transformiert (Kapitel
2.2.1.3.2).

Tabelle 2.3: Standardreaktionsansatz fiir die Mutagenese.

Bestandteil Endkonzentration
PfuTurbo® Reaction Buffer 1x

dNTPs 0,25 mM

Primer 1 125 ng

Primer 2 125 ng
DNA-Template* 5-50 ng
PfuTurbo® Polymerase** 2,5 U/l

@ 50 pl mit ddH,O
* Fir jede Mutation werden iblicherweise 25-50 ng Template eingesetzt.

** Sofern diese keine hotstart Polymerase ist, wird sie erst nach der initialen Denaturierung zum Reaktionsansatz

gegeben.
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Tabelle 2.4: Modifiziertes in vitro-Mutagenese-PCR-Programm fiir schwierige Mutationen.

Schritt Temperatur Zeit [min:s] Zyklen
Initiale Denaturierung 99 °C 02:00 1
Pause fur Zugabe der 90 °C 02:00 1
Polymerase

Denaturierung 95 °C 00:30

Hybridisierung 40 °C 00:45 10
Elongation 68 °C 2 min/kb

Denaturierung 95 °C 00:30

Hybridisierung 40 °C 00:45 20
Elongation 72 °C 1 min/kb

Finale Elongation 72 °C 10:00 1

2.2.2.2.2 Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.2.2.2.1 Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen dient u.a. der Analyse von Plasmid-
DNA, dem Nachweis der Identitat und Integritédt bestimmter Plasmide oder der Herstellung
von DNA-Fragmenten. Es kdnnen, je nach Enzym, DNA-Stiicke mit Sequenziiberhdngen
(sticky ends) oder glatten Enden (blunt ends) entstehen. Enthalt eine bestimmte DNA-
Sequenz (Insert) nicht die bendtigten Schnittstellen zum Klonieren in eine Ziel-Plasmid-DNA
(Vektor), kdnnen diese Uber PCR mit entsprechenden Primern, welche die Sequenz fur die
Schnittstelle tragen, eingebracht werden.

Fur jede Restriktionsendonuklease sind die optimalen Reaktionsbedingungen den
Herstellerprotokollen zu entnehmen. Die Enzymmenge richtet sich dabei nach der
eingesetzten Menge an DNA, die wiederum je nach Verwendungszweck variieren kann. In
einem 50 pl Reaktionsansatz werden ublicherweise 1 ug DNA mit 1 U Restriktionsenzym
geschnitten. Nachdem der Ansatz flir 1-2 h bei dem entsprechendem Temperaturoptimum
inkubiert wurde, wird ein Teil der Probe auf dem Agarosegel (Kapitel 2.2.4.3.1) nach
FragmentgréRe und auf Erfolg der Reaktion Uberprift. Je nach Verwendung der Fragmente
wird die DNA entweder Uber Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieRender Ethanol-
Prazipitation (Kapitel 2.2.2.3.4.2, 2.2.2.3.4.3) oder aus einem praparativen Agarosegel
(Kapitel 2.2.2.3.3) gereinigt. Im Fall der Vektorpraparation wird nach der Hitzeinaktivierung
des Restriktionsenzyms die DNA dephosphoryliert (Kapitel 2.2.2.2.2.2) und anschlie3en aus

dem Gel gereinigt.
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2.2.2.2.2.2 Entfernung von 5 -Phosphatresten (Dephosphorylierung)

Wahrend des Restriktionsverdaus werden an den DNA Fragmenten 5°-Phosphatreste
hinterlassen, die zu einer Rickligation des linearisierten Vektors flihren kénnen. Um dies zu
verhindern, wird nach der Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms eine Antarctic
Phosphatase eingesetzt (1 U/ug DNA). Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C wird die
Phosphatase bei 65 °C flr 15 min inaktiviert. Die dephosphorylierten linearen Vektoren
kénnen dann nach Aufreinigung aus einem praparativen Agarosegel (Kapitel 2.2.2.3.3) in
eine Ligationsreaktion (Kapitel 2.2.2.2.2.3) eingesetzt werden.

2.2.2.2.2.3 Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation bezeichnet das Zusammenfigen von zwei DNA-Fragmenten mit
Uberhangenden oder glatten Enden. Hierbei katalysiert die T4-DNA-Ligase die Bildung der
Phosphodiester-Bindung zwischen dem 5°-Phosphat des einen und dem 3°-OH-Ende des
anderen DNA-Molekils durch ATP-Hydrolyse.

Fur eine Ligationsreaktion von 20 pl werden verschiedene Vektor:Insert-Verhaltnisse
verwendet, wobei konstant 25 ng Vektor eingesetzt werden. Die Menge des
einzuklonierenden Fragments ist abhangig von seiner Lange und der Vektorgrofie. Die

bendtigte Menge Insert wird mit folgender Formel berechnet:

Menge Insert [ng] = 5 x Menge Vektor [ng] x Lange Insert [bp] / Lange Vektor [bp]

Die Konzentration der DNA-Fragmente wurde zuvor mit fluorometrischer Messung bestimmt
(Kapitel 2.2.4.1). Die Ligationsreaktion enthalt, neben den DNA-Fragmenten und dem
Reaktionspuffer flir das Enzym, 400 U T4-DNA-Ligase. Nach 3—4 h bei Raumtemperatur
wird das Enzym bei 65 °C fur 10 min hitzeinaktiviert. Die Halfte des Reaktionsansatzes wird
anschlieRend in E.coli DH5a-Zellen transformiert (Kapitel 2.2.1.3).

2.2.2.3 Praparation und Konzentrierung von DNA

2.2.2.3.1 Plasmid-DNA-Minipraparation

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen in kleineren Mengen werden das
NucleoSpin® Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel) und das GenedJet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers verwendet. Alle bendtigten Puffer und
Materialien sind Bestandteile der Kits. Hiermit kdnnen aus 1-10 ml FlUissigkultur bis zu 20 pg

DNA gewonnen werden.
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Die Reinigung erfolgt aus einer Ubernachtkultur von 5 ml transformierten Bakterien (Kapitel
2.2.1.3.2). Durch alkalische Lyse werden die Zellen aufgebrochen und die chromosomale
sowie Plasmid-DNA denaturiert. Die Zellbestandteile und die chromosomale DNA werden
anschlieltend Uber Kaliumacetat prazipitiert und durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA
getrennt. Die wassrige Ldsung wird auf die Saule geladen und die Plasmid-DNA bei
niedrigem pH-Wert und hohen Salzkonzentrationen an die Saule gebunden. Nach dem
Waschen der Saule werden zum Eluieren 50 pl ddH,O auf die Saule gegeben und die
geldste Plasmid-DNA bei - 20 °C aufbewahrt.

Fur Ligationsprodukte wird nach der Minipraparation die Sequenz der isolierten Plasmid-
DNA Uberprift (Kapitel 2.2.4.2).

2.2.2.3.2 Plasmid-DNA-Maxipraparation

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen in grolen Mengen werden das
NucleoBond® PC100 Midiprep Kit (Macherey-Nagel) und das GenedJet Plasmid Maxiprep Kit
(Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers verwendet. Alle bendtigten Puffer und
Materialien sind Bestandteile der Kits.

Die Reinigung erfolgt aus einer Ubernachtkultur von 300 ml transformierten Bakterien nach
den Grundlagen der Minipraparation (Kapitel 2.2.2.3.1). Zum Lésen der Plasmid-DNA
werden 1-1,7 ml Elutionspuffer eingesetzt. Die gereinigte DNA kann so Uber mehrere
Monate bei - 20°C oder- 40°C aufbewahrt werden. Die Sequenz der isolierten
Plasmid-DNA wird Uberprift (Kapitel 2.2.4.2).

2.2.2.3.3 Reinigung von DNA-Fragmenten liber praparative Agarosegele

Die Reinigung von DNA Uber praparative Agarosegele erfolgt nach dem Restriktionsverdau
oder der PCR. Die Methode dient der Trennung der gewiinschten DNA-Fragmente von den
weiterhin in der Ldsung befindlichen unerwtinschten DNA-Fragmenten. Die Auftrennung der
DNA-Produkte erfolgt nach dem Protokoll der analytischen Agarosegel-Elelektrophorese
(Kapitel 2.2.4.3.1), bis auf den Unterschied, dass die Gele 1,4-fach volumindser und die
Taschen zum Beladen breiter sind. Die Elektrophorese lauft bis das gewunschte Fragment
von den anderen Fragmenten abgetrennt ist. Dies kann mithilfe der Farbmarker
Bromphenolblau und Xylencyanol abgeschatzt werden. Nach dem Inkubieren in der
Ethidiumbromidldsung wird das Gel auf eine auf eine Glasplatte Gberflhrt, und unter UV-
Licht wird die gewiinschte Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die zwischenliegende
Glasplatte soll mégliche Mutationen in der DNA Sequenz reduzieren, die durch das UV-Licht

verursacht werden kénnen.
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Die DNA wird aus dem Gel mithilfe des GenedJet Gel Extraction Kits (Thermo Scientific) nach
Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt. Die GroRRe und Reinheit der isolierten DNA
wird mittels analytischer Agarosegel-Elektrophorese uberprift und ihre Qualitdt und

Konzentration mithilfe der fluorometrischen Messung (Kapitel 2.2.4.1) kontrolliert.

2.2.2.3.4 Reinigung und Konzentrierung von DNA Matrizen fiir die in vitro-

Transkription

2.2.2.3.4.1 Proteinase K-Verdau

Die Proteinase K ist eine Serinprotease. Sie kann durch die endolytische Spaltung von
Proteinen zur Entfernung von DNA-bindenden Proteinen sowie Enzymen (Ribonukleasen)
genutzt werden. Plasmide oder PCR-Produkte, die als Matrizen fir die in vitro-Transkription
dienen sollen, werden mit 10 yl Proteinase K (20 mg/ml) und mit 250 ul Proteinase K-Puffer
fur 15 min bei 65 °C inkubiert. Zur Entfernung des Enzyms werden die behandelten
DNA-Proben mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (Kapitel 2.2.2.3.4.2) gereinigt und durch
die Zugabe von Ethanol gefallt (Kapitel 2.2.2.3.4.3).

2.2.2.3.4.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung von Nukleinsauren von Proteinen werden organische Ldsungsmittel wie
Phenol und Chloroform verwendet. Durch das Zwei-Phasen-System, bei dem sich die
Proteine in der unteren organischen Phase befinden und die DNA in der oberen wassrigen
Ldsung vorliegt, kann die Nukleinsaure von Proteinen getrennt werden.

Zu dem zu reinigenden Ansatz wird ein Volumen Phenol zugegeben. Nach 2 min Invertieren
wird bei 14.000 rpm fir 2 min zentrifugiert. Durch das Phenol werden die Proteine
denaturiert. Die obere, wassrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefalt mit einem Volumen
Phenol/Chloroform (1:1) Uberfuhrt. Nach erneutem Invertieren und Zentrifugieren wird die
obere Phase mit einem Volumen Chloroform gemischt, um das restliche Phenol zu
entfernen. Die obere Phase, mit der proteinfreien Nukleinsdure, wird anschlielend in ein
neues Reaktionsgefall Uberfuhrt und die Nukleinsgure mit Ethanol gefallt
(Kapitel 2.2.2.3.4.3).
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2.2.2.3.4.3 Alkoholfallung von Nukleinsauren (Prazipitation)

Die Fallung von Nukleinsduren mit Alkoholen wie Ethanol und Isopropanol dient der
Reinigung und Konzentrierung der DNA oder RNA. Durch Zugabe von einwertigen lonen
bilden die Nukleinsauren dann ungeladene Salze, die in Alkohol ausfallen.

Zum Phenol/Chloroform-gereinigten Ansatz werden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und
das 2,5-fache Volumen Ethanol (100 %) zugegeben. Wurde zuvor ein Proteinase K-Verdau
(Kapitel 2.2.2.3.4.1) durchgefuhrt, so werden 1/25 Volumen 5 M Natriumchlorid zum Féllen
verwendet. Das SDS im Proteinase K-Probenpuffer bleibt durch das Chlorid auch noch bei
70 % Ethanol 16slich und verhindert eine nachtragliche Verunreinigung der Nukleinsaure
durch SDS.

Die Prazipitation erfolgt bei - 20 °C Uber Nacht oder bei - 40 °C fur mindestens 1 h. Nach
dem Zentrifugieren bei 14.000 rpm bei 4 °C fiir 30 min wird der Uberstand abgenommen und
das DNA-Pellet zweimal mit 70 %-igem Ethanol gewaschen. Im Fall von gefallter RNA wird
zweimal mit 80 %-igem Ethanol gewaschen. Danach wird der Uberstand abgenommen und
das Pellet getrocknet. Die Nukleinsaure wird dann, je nach Ausgangmenge, in 50—100 pl
ddH,0 gelbst.

2.2.3 Arbeiten mit RNA

Das Arbeiten mit RNA stellt besondere Anspriiche an Reagenzien und die verwendeten
Materialien. Da Ribonukleasen (RNasen) nicht vollstandig durch normale Hitzesterilisation
wie das Autoklavieren inaktiviert werden kénnen, werden alle Glaswaren sowie Spatel mit
Alufolie bedeckt und bei 280 °C Gber Nacht gebacken. Alle Plastikwaren werden tiber Nacht
in einer Losung aus 0,1 M NaOH und 1 mM EDTA inkubiert und anschlielend mit
bidestilliertem, autoklaviertem Wasser gewaschen. Die Deckel und Rihrfische werden mit
Alufolie umhdallt und zusatzlich autoklaviert. Alle Lésungen werden nur in sterilen Flaschen
und Chemikalien angesetzt, die mit RNase-freiem Material in Berlhrung kamen. Zudem
werden fur die folgenden beschriebenen Methoden nur Nuklease-freie Pipettenspitzen mit

Filtereinsatzen verwendet.

2.2.3.1 RNA-Synthese

2.2.3.1.1 Herstellung von DNA-Matrizen fur die in vitro-Transkription

Die fur die Transkription verwendeten DNA-Fragmente werden entweder Uber
Restriktionsverdau (Kapitel 2.2.2.2.2.1) linearisiert (Plasmid-DNA) oder GUber PCR praparativ
(Kapitel 2.2.2.1.2) hergestellt. Im Vergleich zur Transkription von der Plasmid-DNA kénnen

46



Material und Methoden

so die Sequenzenden prazise und variabel Uber die Primer gewahlt werden, wenn z.B. keine
Terminatoren in den entsprechenden Sequenzabschnitten vorliegen. Zudem kdnnen
zusatzliche Sequenzen Uber die Primer in das generierte DNA-Template eingefligt werden,
z.B. Promotorregionen.

In dieser Arbeit dient die PCR der Herstellung authentischer Enden fur die 3’-UTR. Lediglich
die pGEM-4Z-FLuc-Poly(A) Plasmid-DNA (Anhang 6.1.4), wird nach dem poly(A)-Bereich mit
Spel geschnitten und damit linearisiert. Jedes Plasmid-Konstrukt enthalt dabei bereits
entweder eine T7- oder SP6-Promotorregion.

Nach der Linearisierung oder PCR wird das Fragment gezielt aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und somit von restlichen unspezifischen DNA-Fragmenten getrennt. Durch
die nachfolgende Reinigung mittels GeneJdet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) werden
RNasen entfernt. Nach Bestimmung der DNA-Konzentration (Kapitel 2.2.4.1) kann das
Template in die in vitro-Transkription (Kapitel 2.2.3.1.2, 2.2.3.1.3) eingesetzt werden.

2.2.3.1.2 Standard in vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase

Zur Transfektion von eukaryotischen Zellen (Kapitel 2.2.5.6) mit HCV-RNA fir den
Luciferase-Assay (Kapitel 2.2.6.4) wird das mittels PCR hergestellte DNA-Template fir die in
vitro-Transkription verwendet. Die Synthese der RNA erfolgt dabei durch die T7-RNA-
Polymerase. Die RNase-freien Reaktionskomponenten werden bei Raumtemperatur
pipettiert, um eine madgliche Prazipitation der DNA bei 0 °C durch das im Transkriptionspuffer
enthaltene Spermidin zu verhindern. Die Konzentrationen aller Bestandteile sind der
Tabelle 2.5 zu entnehmen. Da die Stabilitdt von Dithiothreitol (DTT) mit zunehmenden
Auftau- und Einfrierzyklen abnimmt, wird zu jeder Reaktion extra 10 mM DTT gegeben. Die
Transkriptionsreaktion lauft fur 90 min bei 37 °C. Nach etwa 1 h wird erneut T7-Polymerase

hinzugegeben, um mdgliche Aktivitatsverluste auszugleichen.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung einer Standard-in vitro-Transkriptionsreaktion.

Bestandteil Endkonzentration
DNA-Template 10 ng/pl
Transkriptionspuffer 1x

DTT* 10 mM

rNTPs (A, G, C, U) 0.5 mM (jeweils)
T7 RNA-Polymerase 1,6 U

@ 100 pl mit ddH,0

* Zugabe bei Puffern alter als einen Monat.
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AnschlieBend wird nach DNase-Verdau (Kapitel 2.2.3.2.1) die RNA uber Saulen (Kapitel
2.2.3.2.2) gereinigt und die Konzentration mittels Qubit™ bestimmt (Kapitel 2.2.4.1). Zur
Kontrolle wird die Integritat der RNA auf einem Agarosegel (Kapitel 2.2.4.3.1) Uberpruft.

2.2.3.1.3 In vitro-Transkription von radioaktiv markierter RNA

Zur Transfektion von eukaryotischen Zellen (Kapitel 2.2.5.6) mit radioaktiv markierter HCV-
RNA fir die co-IP (Kapitel 2.2.6.1) und den RNase Protection Assay (RPA) (Kapitel 2.2.7.1)
wird die Template-DNA Uber die T7- oder SP6-RNA-Polymerase in vitro transkribiert. Der
Unterschied zur Standard-Synthese (Kapitel 2.2.3.1.2) ist die Zugabe von 0.625 uM
[a-*P]-rUTP (800 Ci/mmol). Zudem wird die Konzentration der rUTPs im Reaktionsansatz
verringert (Tabelle 2.6). Je nach Lange der zu transkribierenden RNA und Menge der

eingesetzten DNA muss das Verhéltnis zwischen rUTP:[a-**P]-rUTP vorher getestet werden.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung einer in vitro-Transkriptionsreaktion fiir radioaktiv markierte RNA.

Bestandteil Endkonzentration
DNA-Template 8-16 ng/ul
Transkriptionspuffer 1x

DTT* 10 mM

rNTPs (A, G, C) 0.5 mM (jeweils)
rUTPs 50-100 uM
[0-*2P]-rUTP 0,625 UM
T7-RNA-Polymerase 1,6 U

@ 100 pl mit ddH,0

* Zugabe bei Puffern alter als einen Monat.

Die Reaktion lauft fur 90 min bei 37 °C fur die T7-Polymerase bzw. 40 °C fur die
SP6-Polymerase.

Anschlielend wird entweder direkt nach der Transkription (fir co-IP-Experimente) oder nach
DNase-Verdau (Kapitel 2.2.3.2.1) und anschlielender Reinigung Uber ein praparatives
denaturierendes Polyacrylamidgel (Kapitel 2.2.4.3.2) die Menge an synthetisierter RNA auf
einem denaturierenden Polyacrylamidgel nach Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) abgeschatzt.
Die Konzentration wird Uber das Verhaltnis von inkorporierten zu freien radioaktiven

Nukleotiden bestimmt:

(c(rUTP) [uM] x Reaktionsvolumen [pl] x inkorporierte Nukleotide [%])

Menge RNA [pmol] =
(inkorporierte [a-32P]-rUTPs [%] + freie [a-22P]-rlUTPs [%]) x Anzahl rUTPs in RNA
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2.2.3.1.4 Synthese von RNA mit 5°-Cap-Nukleotid

Beim capping von Reporter-RNAs wird wahrend der Transkription eine 7-Methyl-Guanosin-
Kappe (m'GP;G) an das 5-Ende der RNA angefiigt. Dies dient der Imitation einer
eukaryotischen mRNA in der Zelle, um ein schnelles Abbauen zu verhindern. In diesem Fall
wird die Synthese einer mRNA mit einem 5°-Cap-Nukleotid fir die interne Kontrolle des
Luciferase-Assays (Kapitel 2.2.6.4) durchgefiihrt, um Transfektionsunterschiede in die
spateren Auswertungen mit einrechnen zu kénnen. Die Plasmid-DNA wurde zuvor linearisiert
und gereinigt (Kapitel 2.2.2.2.2.1, 2.2.2.3.3) um nun in die Reaktion eingesetzt zu werden.
Die poly(A)-Sequenz befindet sich bereits in der Sequenz, sodass eine anschlielRende
Polyadenylierungsreaktion tberflissig ist.

Fiur diese spezielle in vitro-Transkription wird die Konzentration des rGTPs auf 2,5 mM
herabgesetzt und zusitzlich 500 uM m’GPs;G eingesetzt (Tabelle 2.5) Die Menge an
eingetzter Template-DNA entspricht 10 ng/pl. Die Reaktion lauft fur 90 min bei 37 °C
(T7-Polymerase) im Wasserbad ab. AnschlieBend wird nach DNase-Verdau
(Kapitel 2.2.3.2.1) die RNA Uber ein Kit (Kapitel 2.2.3.2.2) gereinigt und die Konzentration
mittels Qubit™ bestimmt (Kapitel 2.2.4.1). Zur Kontrolle wird die Integritit der RNA auf einem
Agarosegel (Kapitel 2.2.4.3.1) Uberpruft.

2.2.3.2 Praparation und Reinigung von RNA

2.2.3.2.1 DNase I-Verdau

Der DNase |-Verdau erfolgt nach in vitro-Transkriptionen (Kapitel 2.2.3.1), um restliche DNA-
Ruckstande zu entfernen und somit Re-Hybridisierungen mit der synthetisierten RNA bzw.

um andere unerwilnschte Einwirkungen auf die Versuche auszuschlieRen. Hierzu wird
DNase | (0,1 U/ul) und DNase I|-Reaktionspuffer zum Reaktionsansatz pipettiert und
anschlieend fur 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Danach wird die RNA direkt tber

Saulen (Kapitel 2.2.3.2.2) oder aber ein praparatives denaturierendes Polyacrylamidgel
(Kapitel 2.2.4.3.2) gereinigt.

2.2.3.2.2 Reinigung von RNA iiber GeneJet RNA Cleanup-Saulen

Zur Extraktion von RNA aus Reaktionsansatzen (ohne radioaktive Nukleotide) wird das
Genedet RNA Cleanup and Concentration Micro Kit (Thermo Scientific) nach Anweisungen
des Herstellers verwendet. Aufgrund der GroRe der praparativen Transkriptionsansatze (bis

zu 1,6 ml), werden diese zusammengefuhrt und auf vier Saulen aufgeteilt (je 400 pl pro
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Saule). Entsprechend wurde das Ldsungsvolumen von 10 uyl auf 4 x 10 pl erhoht. Die
gereinigte RNA kann mehrere Monate bei - 20 °C gelagert werden. Die Konzentration kann
mittels Qubit™ (Kapitel 2.2.4.1) bestimmt werden.

2.2.3.2.3 Praparative denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die Reinigung von radioaktiv markierter RNA flr den RPA (Kapitel 2.2.7.1) erfolgt Uber
praparative denaturierende Polyacrylamidgele. Die Methode dient der Trennung der
gewlnschten RNA von mdglicherweise re-hybridisierender DNA oder von weiteren
unspezifischen RNA-Fragmenten. Die Auftrennung der RNA-Produkte erfolgt nach dem
Protokoll der analytischen Polyacrylamidgel-Elektrophorese (Kapitel 2.2.4.3.2), mit
Ausnahme des etwa 1,5-fachen Gelvolumens und breiterer Taschen zum Beladen groéRerer
Probenmengen (bis zu 200 pl). Vor der Reinigung wird ein Aliquot von 5 pl
Transkriptionsansatz bei - 20 °C gelagert und spater zusammen mit der gereinigten RNA zur
Abschatzung des Nukleotideinbaus auf das Gel beladen. Zur Reinigung wird die restliche
RNA 1:1 mit FA-Puffer gemischt und fir 5 min bei 85 °C erhitzt. Die Elektrophorese, in 4 %-
bzw. 6 %-igen Gelen lauft, bis das gewunschte Fragment von den anderen Fragmenten
getrennt ist. Dies kann mithilfe des Farbmarkers Bromphenolblau sowie Xylencyanol
abgeschatzt werden. Nach der Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) kann der Réntgen-Film zum
Abschatzen der Position der RNA-Bande im Gel verwendet werden. Die gewlinschte Bande
wird mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 2 ml-Reaktionsgefal® mit 400 ul Elutionspuffer
(Kapitel 2.1.10.9) Uberfihrt und Gber Nacht bei 19 °C und 1000 rpm im Schdttelinkubator
inkubiert. Das Eluat wird in ein frisches Reaktionsgefaf’ Uberfihrt und die RNA durch Zugabe
von 1ml 100 % Ethanol fir 1h bei -40°C préazipitiert. Aufgrund der hohen
Ammoniumacetat-Konzentration in dem Elutionspuffer muss kein weiteres Salz zur
Unterstutzung hinzugegeben werden. Nach 15 min Zentrifugation bei 16.400 rpm und 4 °C
wird das RNA-Pellet zweimal mit 80 % Ethanol gewaschen. Anschlieiend wird das Pellet in
Hybridisierungspuffer geldst. Die Konzentration der gereinigten RNA wird auf einem

Polyacrylamidgel nach der Autoradiographie abgeschéatzt (Kapitel 2.2.3.1.3).

2.2.3.3 Hybridisierung von RNA

2.2.3.3.1 Herstellung von microRNA-Duplexen

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen mit miRNA (miR) mussen diese als Duplexe
vorliegen, um Effekte in der Zelle untersuchen zu kdénnen. Die 5’-phosphorylierten

Einzelstrange wurden in vitro von Biomers synthetisiert. Zur Herstellung von miR-Duplexen
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werden aquimolare Mengen (100 uM) der reifen Einzelstrange (miR mat und miR*) gemischt
und in einem Thermocycler auf 90 °C erhitzt. Die Temperatur wurde dann um 1 °C pro
Minute verringert bis auf 4 °C. Die hybridisierten miR-Duplexe kénnen bei - 20 °C flr einige

Wochen aufbewahrt werden.

2.2.4 Nachweis von Nukleinsduren

2.2.41 Fluorometrische Konzentrationsbestimmung (Qubit®)

Die Fluoreszenz-basierte Quantifizierung von Nukleinsauren ist eine mdgliche Alternative zur
spektrophotometrischen Messung. Hierbei umfasst die Methode den Gebrauch eines
Qubit™-Fluorometers und sensitiver, Nukleinsdure-spezifischer Qubit™ Assay Kits. Der
Farbstoff im jeweiligen Kit emittiert Fluoreszenz nur, wenn dieser an das spezifische
Zielmolekil (DNA, RNA oder Protein) gebunden hat. Durch die Detektion dieser Target-
spezifischen Fluoreszenz wird der Effekt von Kontaminationen (degradierter DNA oder RNA)
minimiert, der bei UV-Absorption basierter Quantifizierung eine gréRere Auswirkung auf die
Messergebnisse hat.

Die Konzentrationsbestimmung wird nach Angaben des Herstellers mit den entsprechenden
Kits fur die Messung von DNA und RNA durchgefuhrt.

2.2.4.2 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Bestimmung der Sequenz gereinigter Plasmid-DNA nach kleinem sowie grof3em
MaRstab, v.a. bei Ligations- oder Mutageneseprodukten, wird die DNA zur Uberpriifung an
die Sequenzierfirmen GATC Biotech oder Seqglab geschickt. Nach Anweisungen auf der
entsprechenden Homepage werden die Primer bestellt und bestimmte Mengen an Plasmid-
DNA versendet. Die sequenzierte DNA kann anschlieBend mit den per Clone Manager
entworfenen Zielsequenzen im Multiple Sequence Alignment Tool Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/) abgeglichen werden.

2.2.4.3 Elektrophorese

2.2.4.3.1 Analytische Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren nach ihrer GréRRe
in einem elektrischen Feld, wobei die kleinen negativ geladenen Fragmente schneller durch

das Netz aus Agarose zum Pluspol wandern als die grof3en Fragmente. Durch das Mitfihren
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eines GroRenstandards kann sowohl die Grofde als auch ggf. die Menge an Nukleinsaure
abgeschéatzt werden.

Je nach FragmentgroRe werden 1-2 %-ige (w/v) Agarosegele mit 50 ml 1 x TAE-Puffer
geldst und in eine Gelkammer gegossen. Der Kamm wird in die noch flissige Lésung in die
entsprechende Halterung eingesetzt und erst nach Festwerden des Gels sowie Aufflillen des
Tanks mit 1 x TAE-Puffer gezogen. Die DNA- oder RNA-Probe wird 5:1 mit Ladepuffer
gemischt und in die Geltaschen geladen. Zudem dient der HyperLadder | (Bioline) mit seiner
Bandbreite von 200-10.000 bp als Grofenstandard fur die DNA. Als Vergleichsstandard fur
RNA wird der Low Range ssRNA Ladder (NEB) eingesetzt mit einer Bandbreite von 50—
1.000 bp. Dieser muss zuvor fur 10 min bei 70 °C erhitzt und auf Eis wieder abgekunhlt
werden.

Nach dem Beladen wird das Gel an ein elektrisches Feld angelegt und die Proben bei 120 V
und 300 mA im Gel aufgetrennt. Dabei werden das Bromphenolblau und das Xylencyanol als
Bestandteile des Probenpuffers zur Abschatzung der Bandenlaufweite genutzt und die
Elektrophorese entsprechend beendet. Um die einzelnen Banden sichtbar zu machen wird
das Gel fur 10-30 min in einer Ethidiumbromidlésung (2 pg/ml; 1:10.000 in 1 x TAE)
inkubiert. Das Ethidiumbromid interkaliert in die Nukleinsaure und kann dann durch UV-Licht
(A = 254 nm) sichtbar gemacht und so die DNA anschliefsend photographisch dokumentiert

werden.

2.2.4.3.2 Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese zur Auftrennung von RNA

Zur besseren Analyse und Auftrennung von RNA werden 4-6 %-ige denaturierende
Polyacrylamidgele verwendet. Die Elektrophorese lauft dabei unter denaturierenden
Bedingungen, d.h. durch Zugabe von 7 M Harnsaure zur Polyacrylamidlésung, ab. So liegt
die RNA im Gel zum groRten Teil linear vor und kann dadurch besser anhand der GroRe
identifiziert werden. Der Laufpuffer bei dieser Methode ist 1 x TBE. Die Probe wird 1:1 bis 1:4
mit FA-Puffer gemischt und in die Geltaschen geladen oder vorher fur 5-10 min bei 85 °C
erhitzt, um eine bessere Denaturierung im Gel zu gewahrleisten. Wie bei der Agarosegel-
Elektrophorese (Kapitel 2.2.4.3.1) wird auch hier eine Spannung von 100-150 V angelegt. Je
nach GroRe der RNA wird die Elektrophorese-Laufzeit anhand der Bromphenolblau- oder
Xylencyanol-Lauffront abgeschatzt. Die Banden werden ebenfalls Uber Ethidiumbromid
mittels UV-Licht sichtbar gemacht (Kapitel 2.2.4.3.1).

Zur Bestimmung der Inkorporationsrate von radioaktiv markierten Nukleotiden und der
produzierten Menge an radioaktiv markieter RNA nach in vitro-Transkription
(Kapitel 2.2.3.1.3) wird die Elektrophorese beendet, sobald der Bromphenolmarker die Mitte

des Gels erreicht hat. Nur dadurch wird gewahrleistet, dass sich die freien Nukleotide noch
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im Gel befinden und nach Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) das Verhaltnis des Einbaus
radioaktiver Nukleotide in die RNA und nicht eingebauter Nukleotide abgeschatzt werden

kann.

2.2.5 Zellkultur-Methoden

2.2.5.1 Verwendete Zelllinien

HelLa-Zellen sind menschliche Epithelzellen aus dem Zervix-Tumorgewebe. Diese Zellen
zeichnen sich durch ihre unbegrenzte Zellteilungsfahigkeit aus und zahlen daher zu den
eukaryotischen  Standard-Untersuchungssystemen  fir  molekularbiologische  und
biochemische Methoden. Zudem enthalten sie keine endogene miR-122, wodurch ein
direkter Effekt der miR-122 auf die Ziel-RNAs durch Zugabe exogener miR-Duplexe
nachgewiesen werden kann.

Die HuH-7.5-Zellen sind spezielle humane Leberkarzinom-Zellen. Sie stammen von HuH-7
Zellen ab, die zuvor stabil mit einem HCV-Replikon-System transfiziert und anschlie3end
durch Interferon-Behandlung geheilt wurden ?°”). Durch die daraus resultierenden Mutationen
im Zellgenom kann HCV in HuH-7.5-Zellen in Kultur besser vermehrt werden als in
HuH-7-Zellen. Die HuH-7.5-Zelllinie ist daher fur die Untersuchung der Replikation von HCV

in Zellen, die Hepatozyten mdglichst ahnlich sein sollen, besser geeignet als HuH-7.

2.2.5.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die Zelllinien, welche sich zur Aufbewahrung in Flussigstickstoff befinden, werden zum
Auftauen aus dem Stickstofftank in ein 37 °C-warmes Wasserbad uberfuhrt. Sobald die
Zellen aufgetaut sind, werden sie in einer sterilen Zellkulturflasche (25 cm?) in 5 ml
vorgewarmtem DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) angezogen. Dem DMEM
werden vor Gebrauch 10 % fétales Rinderserum (FBS) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep) zugegeben (DMEM**). Dieses Medium wird, sofern nicht anders beschrieben,
bei allen Zellkulturmethoden verwendet.

Die Zellen werden bei den optimalen Wachstumsbedingungen von 37 °C und 5 % CO, fur
einige Stunden inkubiert, bis sie sich zu einer adharenten Einzelschicht abgesetzt haben.
Um die beim Gefriervorgang gestorbenen Zellen und das restliche DMSO des Kryomediums
zu entfernen, wird das alte Medium durch frisches ersetzt. Sobald die Zellen 80-90 % des
Bodens der Kulturflasche bedeckt haben, kédnnen diese passagiert oder flir Transfektionen

ausgesat werden.

53



Material und Methoden

Nach 1-5 Passagen kdnnen erneut Aliquots eingefroren und in Flissigstickstoff langerfristig
gelagert werden. Dies dient dem Erhalt der Zelllinie, da sich mit zunehmenden Passagen die
Eigenschaften der Zellen, wie Transfektionseffizienz und Wachstumsrate, verandern.

Die Zellen werden bei einer Konfluenz von 80-90 % mit PBS gewaschen und dann abgeldst
(Kapitel 2.2.5.3). Das Trypsin wird hierbei durch das Kryomedium (70 % DMEM", 20 % FBS
und 10 % DMSO) inaktiviert. Die Zellsuspension wird in ein steriles Zentrifugenréhrchen
Uberfiihrt und fiir 10 min bei 4 °C und 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und die Zellen mit ca. 10 ml Kryomedium auf eine Endkonzentration von 2—4 x 10° Zellen/ml
gebracht. Je 1 ml Zellsuspension wird in vorgekihlte Kryoréhrchen Uberfihrt und im
Isopropanol-Tank bei - 80 °C eingefroren. Durch den Tank kénnen die Zellen langsam
(1 °C/h) abkihlen, sodass diese den Vorgang mdglichst unbeschadet Uberleben. Am
nachsten Tag werden die Zellen in Flissigstickstoff Uberfiihrt und aufbewahrt. Nach einer

Woche kann eine Probe aufgetaut und auf Vitalitat Gberpruft werden.

2.2.5.3 Passagieren von adharenten eukaryotischen Zellen

Bei einer Konfluenz von 90 % werden die adharenten Zellen aufgeteilt, um ein konstantes
Wachstum zu gewahrleisten. Die Zellen befinden sich bis zu 95 % Konfluenz in der
logarithmischen Phase ihres Wachstums. Eine zu hohe Zelldichte wirde zum Abldsen der
Zellen vom Kulturboden und somit zur Apoptose fiihren.

Alle 3—4 Tage (d) werden die Zellen zweimal mit 1 x PBS gewaschen und anschliefend mit
0,5% Trypsin-EDTA (3 ml fir 75 cm? 5 ml fir 175 cm?) fir 5-10 min bei 37 °C vom

+/+

Kulturboden abgeldst. Trypsin wird durch das im DMEM™ enthaltene FBS inaktiviert. Das

+/+

Verhaltnis von Trypsin zu DMEM™" sollte dabei 1:<1 sein.
Nach Resuspension der Zellen in DMEM"* werden diese 1:10 fir 3 d bzw. 1:20 fiir 4d

zusammen mit frischem Medium in eine Zellkulturflasche Uberfihrt.

2.2.5.4 Zahlen von eukaryotischen Zellen mittels Neubauer Zahlkammer

Fur alle Transfektionsversuche werden die Zellen vor dem Aussden mit einem
Hamozytometer quantifiziert. Zunachst werden die Zellen trypsiniert (Kapitel 2.2.5.3),
anschliefend ein Aliquot 1:1 mit Trypanblau gemischt und zwischen Deckglas und
Grundplatte der Neubauer Zahlkammer pipettiert. Unter mikroskopischer Betrachtung
kénnen Zellen mit blauer Umrandung und ggf. komplett blau gefarbte Zellen beobachtet
werden. Das Trypanblau bindet an Oberflachenproteine auf der Zellmembran. Ist diese

perforiert kann der Farbstoff ins Zytosol gelangen. Durch das Farben kénnen somit nicht
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intakte Zellen vom Zahlen ausgeschlossen werden, sodass lediglich die Anzahl komplett
intakter Zellen bertcksichtigt wird.

Die Zellen befinden sich auf der Grundplatte, die mit einer Strichmarkierung versehen ist
(Abbildung 2.1). Zur Bestimmung der Zellzahl wird eine Flache von je 1 mm? von 4 groRen
Eckquadraten ausgezahlt. Vier von diesen grolen Quadraten werden zur
Mittelwertbestimmung gezahlt. Dabei ist darauf zu achten, dass jedes GroRquadrat allseitig
3-fache Grenzlinien aufweist, von denen die mittlere die maligebliche Linie zur Festlegung
des Grenzbereichs darstellt.

Nach Berechnung des Mittelwertes und der Multiplikation mit dem Kammerfaktor von 10.000

und der Verdiinnung kann die Zellzahl/ml bestimmt werden.

Abbildung 2.1: Aufteilung der Neubauer Zdahlkammer.
: Das Hamozytometer besitzt eine Tiefe von 0,1 mm und
' kann in mehrere Quadrate unterteilt werden (0,0025mm2—
: 1mm2). Die Netzteilung dieser Kammer weist 4 mal 4
grof3e Quadrate von je 1 mm? Flache auf. Das Auszahlen
von vier dieser Echquadrate dient der
Mittelwertbestimmung. Durch anschlieBendes
Multiplizieren mit 10.000 erhalt man die Zellzahl/ml.
http://zaehlkammer.de/deutsch/neubauer.improved.html

2.2.5.5 Aussden von adhdrenten eukaryotischen Zellen fiir Tansfektionen

Fur Transfektionen von HCV-Reporter-RNAs werden die HelLa- oder HuH-7.5-Zellen vom

+/+

Kulturboden durch Trypsin abgelést und anschlieRend in DMEM™ aufgenommen (Kapitel
2.2.5.3). Die Zellzahl wird, wie oben beschrieben, fur Transfektionen mittels Lipofektion
(Kapitel 2.2.5.6.1) bestimmt und die Zellen entsprechend ausgesat. Fir
co-Immunprézipitationsversuche  (Kapitel 2.2.6.1) werden 2,5 x 10° Zellen pro
10 cm-Zellkulturschale transferiert und Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Fir
Elektroporationen (Kapitel 2.2.5.6.2) wird etwa eine 175 cm?-Zellkulturflasche pro zwei

Proben umgesetzt, so dass die Zellen am Tag des Versuchs zu 80-90 % konfluent sind.
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2.2.5.6 Transfektion von Reporter-RNAs

2.2.5.6.1 (Co-)Transfektion mittels Lipofektion

Die Transfektion dient dem Einbringen von RNA oder DNA in eukaryotische Zellen. Bei der
Lipofektion binden die Nukleinsduren an sogenannte liposomale Partikel, die dann Uber
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. Hierfiir wird das Transfektionsreagenz
Lipofectamine 2000 (L2000) verwendet.

Nach Angaben des Herstellers wird das L2000 in einem Verhaltnis von 3:1 zu der zu
transfizierenden RNA eingesetzt (ul L2000:ug RNA). Dafiir wird die RNA in DMEM™
Uberfiihrt; ebenso das Reagenz in einem separaten Ansatz. Die Menge von DMEM™" hangt
dabei von der GroRe der Zellkulturschale ab, auf der die Zellen zuvor ausgesat wurden. Fir
10 cm-Schalen werden 500 pl Medium verwendet.

Der L2000/DMEM”-Mix wird fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend mit in
den RNA/DMEM™-Mix (iberfilhrt. Der so entstandene Mix wird nach dem Vortexen zur
Komplexbildung fur weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

In der Zwischenzeit werden die einen Tag zuvor ausgesaten Zellen mit PBS gewaschen und
mit DMEM ohne Zusatze bedeckt. Je nach Zellkulturschale werden hierfir unterschiedliche
Volumina eingesetzt (z.B. 4 ml DMEM fiir eine 10 cm-Schale).

Nach Inkubation des Transfektionsansatzes wird dieser tropfchenweise auf die Zellen
pipettiert. Die Zellen werden anschlieRend flr 4—-6 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis
die Komplexe durch Austausch des Mediums entfernt werden koénnen.

Far die co-Immunprazipitation werden 3 pg miRNAs mit 3 ug HCV-RNA mittels L2000 in
HelLa-Zellen transfiziert (10 cm-Schale) und nach 6 h Inkubation ohne Mediumwechsel lysiert
(Kapitel 2.2.6.1).

2.2.5.6.2 (Co-)Transfektion mittels Elektroporation

Die Elektroporation ist eine weitere Transfektionsmethode, bei der die eukaryotische
Zellmembran durch einen elektrischen Puls vorlbergehen permeabel gemacht wird. Sie
dient in diesem Fall zur Analyse der Translationseffizienz und fur RNA-Stabilitats-Assays.
Die Transfektionsmethode hat den Vorteil, dass die Nukleinsadure frei vorliegt und nicht in
einem Komplex wie L2000. Sie wird somit nicht indirekt stabilisiert, was die Ergebnisse
beeinflussen kann.

Die zuvor ausgesaten adharenten Zellen werden am Tag der Transfektion abgel6st und in
DMEM** aufgenommen. Pro Transfektionsansatz werden 4 x 10° Zellen benétigt. Je nach
Anzahl der Proben wird die entsprechende Menge an Zellsuspension in ein 50 ml-

Zentrifugenréhrchen dberfuhrt und fur 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
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wird anschlieBend mit 1 x PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen werden mit
Zytomix auf eine Endkonzentration von 10’ Zellen/ml eingestellt. Je 400 ul dieser
Suspension werden mit dem RNA-Mix gemischt und in eine 4 mm-Elektroporationskuvette
Uberfuhrt. Die Elektroporation von HelLa-Zellen erfolgt bei 240 V in 20 ms; bei
HuH-7.5-Zellen werden 270 V eingestellt. Die behandelten Zellen werden direkt in 12 ml
DMEM*"* {iberfiihrt. Wurden alle Proben elektroporiert, werden die Zellen resuspendiert und
je 2 ml in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte gegeben. Flr verschiedene Zeitpunkte nach der
Transfektion werden entsprechend mehr Ansatze einer Probe ausgesdt und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert. Flir manche Proben wird nur 1 ml der Suspension in
eine Vertiefung gegeben, um ein Uberwachsen und damit Absterben der Zellen nach einem
Tag der Elektroporation zu verhindern. Die Zellen werden bis zur Lyse im Brutschrank
inkubiert.

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.2.6.1 Argonaute-Protein-spezifische RNA-co-Immunprazipitation (Ago-co-IP)

Die Ago-Protein-spezifische RNA-co-Immunprazipitation (co-IP) dient der Untersuchung der
Interaktion von Ago-Proteinen mit bestimmten Sequenzen der HCV-RNA in Abhangigkeit von
verschiedenen miRNAs. Dabei wird ein definiertes radioaktiv markiertes HCV-RNA-Fragment
in HelLa-Zellen, mit oder ohne miRNA-Duplexe, transfiziert (Kapitel 2.2.5.6.1). Das zu
analysierende Ago-Protein wird dabei Uber einen spezifischen an magnetische Kugeln
(Beads) gekoppelten Antikdrper aus dem Zelllysat isoliert. Sofern das HCV-RNA-Fragment
mit dem Ago-Protein interagiert, wird die HCV-RNA co-prazipitiert und kann Uber
Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) detektiert werden.

In dieser Arbeit sollen die fir die mutierten miRNA-Bindungsstellen entworfenen
kompensierenden miRNAs getestet und ihrer Spezifitat tGberprift werden. Zudem soll die
Menge an extrahierter HCV-RNA nach Bindung der einzelnen miRNAs quantifiziert werden.
Es werden 50 pl Protein A bzw. 100 pl Protein G Magnetic Beads mit je 500 ul PBS
gewaschen und in 1000 pl PBS resuspendiert. Durch die magnetische Eigenschaft kann die
Flissigkeit von den separierten Beads ohne Zentrifugation entfernt werden. Die
vorbereiteten Beads werden mit den Antikdrpern gemischt und bei 4 °C tGber Nacht rotiert. Je
nach Antikdrper variiert die einzusetzende Menge sowie der Typ der Beads (A oder G)
(Tabelle 2.7).

Zur Transfektion (Kapitel 2.2.5.6.1) werden 2,5 x 10° HeLa-Zellen pro 10 cm-Zellkulturschale
mit 3 ug radioaktiv markierter RNA und 0,1-3 ug microRNAs, je nach 5-UTR Sequenz der

HCV-RNA, transfiziert. Zum Nachweis der spezifischen Bindung werden aqumolare Mengen
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locked nucleic acids (LNAs) co-transfiziert, welche an die entsprechende miR-Bindungsstelle
binden und somit die Bindung der miRNA blockieren.

6 h nach der Transfektion werden die Zellen in der Schale zweimal mit 1 ml PBS gewaschen
und mit 1 ml co-IP Lysepuffer fir 30 min bei 4 °C lysiert. Die Zellsuspensionen werden in ein
Reaktionsgefald Uberfihrt und fir 30 min bei 16.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. In der
Zwischenzeit werden die Beads einmal mit co-IP-Waschpuffer gewaschen und anschlielend
in 500 pl PBS aufgenommen. Nach dem Pelletieren der Zellreste wird der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. 10 % des Lysates werden als Inputkontrolle bei 4 °C
aufbewahrt, um nachweisen zu kénnen, dass sich in jeder Probe gleich viel HCV-RNA
befand. Die restlichen 90 % werden auf die Antikdrper-gekoppelten Beads gegeben und fur
3 h bei 4 °C rotiert. Die Proben werden kurz zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Beads werden viermal mit 1 ml co-IP Waschpuffer gewaschen, in 1 ml PBS resuspendiert
und in ein neues Reaktionsgefal® Uberflhrt. Zur spateren Kontrolle der Bindungseffizienz von
Ago2 in den Proben (Kapitel 2.2.6.2, 2.2.6.3) werden 10 % der Suspension in ein neues
Reaktionsgefal tberfihrt und bei - 20 °C aufbewahrt.

Der restliche Uberstand der Proben wird verworfen und durch 250 ul Proteinase K Puffer und
10 ul Proteinase K (20 mg/ml) ersetzt. Die Inputkontrollen werden ebenfalls mit Enzym und
Puffer versetzt. Die Proben werden bei 65 °C fur 5 min in einem Schuttelinkubator inkubiert.
Zudem werden 240 pl PBS zu 10 pl radioaktivem Transkript pipettiert, welches als
HCV-RNA-Fragment transfiziert wurde und auf den Gelen als Langenmarker fir die isolierten
Fragmente dient. Alle Proben werden kurz zentrifugiert, mit 300 pyl Phenol gemischt und bei
16.000 rpm und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wird in ein neues
Reaktionsgefalt mit 300 ul Chloroform Uberfihrt und erneut zentrifugiert. Die wassrige, obere
Phase wird nochmals abgenommen und mit Ethanol Uber Nacht prazipitiert (Kapitel
2.2.2.3.4.3), wobei hier 1 ul GlycoBlue™ Coprecipitant (15 mg/mL) zum Féallen der RNA
verwendet wird. Diese inerte Substanz besteht aus einem blauen Farbstoff, der an
verzweigtes Glykogen gebunden ist. So wird das Pellet sichtbar und die Ausbeute durch das
Prazipitieren auch kleiner Mengen RNA erhoht.

Das RNA-Pellet wird in 30 pl (co-IP) oder 100 pl (Input, Transkript) RNA-Probenpuffer geldst.
Dazu werden die Proben bei 50 °C und 800 rpm fir 30 min in einem Schuttelinkubator
inkubiert. Das gesamte Volumen der co-IP Proben sowie 30 pl der Input-Kontrollen werden
auf getrennte 6 %-ige denaturierende Polyacrylamidgele (Kapitel 2.2.4.3.2) beladen. Das
RNA-Transkript wird 1:500 bis 1:1000 in Probenpuffer verdinnt und 10 pl der Verdinnung
auf das Probengel und 30 pl auf das Inputgel aufgetragen. Die co-prazipitierte HCV-RNA

kann Uber Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) detektiert und analysiert werden.

58



Material und Methoden

Tabelle 2.7: Menge der Antikorper fiir die anti-Ago-HCV-RNA co-IPs.

- Menge pro 100 pl . Magnetische
Antikorper . Konzentration
magnetischer Beads Beads
rat-anti-Ago2 clone 11A9 5ul ~ 1,5 mg/ml Protein G
rabbit-anti-elF3a* 2yl 2,5 mg/ml Protein A
mouse-anti-FLAG 2 ul ~ 3,8 mg/ml Protein G

* Es werden nur 50 ul Beads pro Probe verwendet.

2.2.6.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese dient zur Auftrennung von Proteinen und basiert
auf dem von Laemmli beschriebenen Protokoll 2%,

Zunachst werden die Proteine durch das Erhitzen bei 95 °C in einem SDS-Probenpuffer
denaturiert, linearisiert und anschlieRend Uber ein Gel der Grofle nach aufgetrennt. Die
Proteineigenladung ist dabei durch die Negativladung des SDS vernachlassigbar, sodass
das Verhaltnis von Ladung zur Masse bei verschiedenen Proteinen annahernd gleich wird.
Das Gel besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel, welche je nach Proteingrof3e
unterschiedlich konzentriert sein kdnnen. Das Sammelgel hat einen pH-Wert von 6,8 und
sorgt daflrr, dass das Glycin im Laufpuffer in diesem Gel teilweise als Zwitterion vorliegt.
Dieses lauft langsamer im Gel als die zeitgleich einwandernden Chlorid-lonen (CI'). Durch
den Mangel an Ladungstragern zwischen CI° und Glycin/Glycinat-Molekiilen entsteht ein
hoher Spannungsgradient zwischen den Lauffronten. Langsam laufende Polypeptidketten
werden in diesem Feld bis hin zum Trenngel beschleunigt, wahrend kleinere Proteine durch
die Leitionen (CI) abgebremst werden. Durch den erhdéhten pH-Wert im Trenngel (pH 8,8)
kommt es zu einer vollstandigen Dissoziation des Glycins. Die erhdhte negative Nettoladung
sorgt daflr, dass die Glycin-lonen die Proteine lberholen, wonach es durch die Maschen
des Gels zu einer Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht kommt.

Die SDS-PAGE wird zum Nachweis der Bindungseffizienz der wahrend der co-IP (Kapitel
2.2.6.1) isolierten Ago2-Proteine verwendet. Hierzu wird ein 10 %-iges Trenngel gegossen
(Tabelle 2.8), welches etwa 2/3 des kompletten Gels ausmacht und bis zur vollstandigen
Polymerisation (ca. 20 min) mit 70% Ethanol Uberschichtet wird. Das Ethanol wird verworfen
und der Rest mit Whatman® Zellulose-Papier entfernt. Das 5 %-ige Sammelgel wird auf das
Trenngel gegossen (Tabelle 2.2.5.6.2.1) und mit einem Kamm fir die Geltaschen versehen.
Die Proben werden 1:4 mit 4 x SDS-Probenpuffer gemischt und fir 10 min bei 95 °C
denaturiert. Die Proben werden in die Geltaschen pipettiert und bei 100 V am Trenngel

gesammelt. Durch Erhéhung der Spannung auf 120 V werden die Proteine aufgetrennt, bis
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die Bromphenolblau-Front aus dem Gel lauft. Der Nachweis von Ago findet ber Western
Blot (Kapitel 2.2.6.3) statt.

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des SDS-PAGE Trenn- und Sammelgels.

Trenngel Sammelgel
10 % 5%
dH,O 1,9 ml 1,4 ml
30 % Bisacrylamid (19:1) 1,7 mi 0,33 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - 0, 25 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3 ml -
SDS 10 % 0,05 mi 0,02 ml
APS 10 % 0,05 mi 0,02 ml
TEMED 0,005 ml 0,002 ml
Gesamt 5ml 2ml

2.2.6.3 Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis spezifischer Proteine auf einer Membran (ber die
Bindung zweier Antikorper. Der erste Antikdrper bindet spezifisch an das zu detektierende
Protein. Der zweite Antikorper bindet an die Fc-Region des primaren Antikdrpers und ist
kovalent an das Rezeptorenzym HRP (Horseradish Peroxidase) gebunden. HRP katalysiert
die Oxidation eines Substrats unter Lichtemission. Diese Chemolumineszenzreaktion kann
Uber Autoradiographie detektiert werden.

Zunachst missen die in der SDS-PAGE (Kapitel 2.2.6.2) aufgetrennten Proteine Uber
Elektro-Transfer auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran Ubertragen werden. Hierfur
wird die Membran auf die Grofe des Gels (9 x 6 cm PVDF) zugeschnitten und 1 min in
100 % Methanol aktiviert. In derselben Grolke wird 3MM Chromatographie-Papier
(Whatman®) vorbereitet und je drei Blatter pro Gel mit den entsprechenden
Elektrodenpuffern getrankt (Anodenpuffer | (API), Anodenpuffer Il (APIl), Kathodenpuffer
(KP)).

Die Blot-Apparatur wird wie folgt zusammengesetzt: drei Lagen Whatman®-Papier aus dem
API, drei Lagen Papier aus APII, aktivierte PVDF-Membran, SDS-PAGE Gel, drei Schichten
Chromatographie-Papier aus KP. Dabei ist wichtig sicherzustellen, dass keine Luftblasen
zwischen den Schichten zurtickbleiben, denn in diesen Regionen kénnen die Proteine nur

reduziert transferiert werden.
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Der Transfer erfolgt bei 43 mA pro Gel fur 1,5 h. AnschlieRend wird die Membran in TBST
mit 10 % (w/v) Trockenmilch (Blockierungspuffer) Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schuttler
inkubiert. Der Puffer wird verworfen und erneut angesetzt. Nach Zugabe des
Primarantikoérpers (Tabelle 2.9) wird die Membran darin fir 1 h bei Raumtemperatur auf
einem Kippschuttler inkubiert. Es wird dreimal mit TBST fur je 10 min gewaschen. Nach 1 h
Inkubation mit dem Sekundarantikdrper (Tabelle 2.9), ebenfalls im Blockierungspuffer unter
stdndigem Taumeln, wird nochmals dreimal gewaschen. Danach wird zweimal mit TBS

gewaschen.

Tabelle 2.9: Western Blot Antikdrper und ihre Verdiinnungen.

Antikorper Hersteller Verdiinnung
Primar rat-anti-AgoZ2 clone 11A9 Sigma Aldrich 1:2.000
Sekundar goat-anti-rat POD, light chain specific | Jackson 1:20.000
ImmunoResearch

Das SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) wird nach
Anweisungen des Herstellers auf die Membran gegeben. Dafiir wird die Membran auf eine
zugeschnittene, offene Plastikfolie gelegt und mit 1 ml Substratlésung versehen. Nach
Zuklappen der Folie 1auft die Reaktion fur 5 min unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.
Durch Auflegen eines X-ray Films fir einige Sekunden kann die Chemilumineszenz
detektiert werden (Kapitel 2.2.8).

2.2.6.4 Nachweis der Expression von Reporter-Proteinen (Luciferase-Assay)

Der Luciferase-Assay dient dem Nachweis spezieller Reporter-Proteine (Renilla- oder Firefly-
Luciferase), deren Aktivitdt nach Expression durch die Zugabe eines bestimmten Substrats
Uber Lichtemission gemessen werden kann. Dadurch kann die Translationseffizienz des
entsprechenden Reporterkonstrukts bestimmt werden. Renilla- (Renilla reniformis-)
Luciferase katalysiert die Oxidation von Coelenterazine, wahrend Firefly- (Photinus pyralis-)
Luciferase die Oxidation von D-Luciferin in Anwesenheit von ATP, Mg®" und Coenzym A
katalysiert. Die gemessene Lichtemission der Luciferase-Reaktion ist dabei direkt
proportional zur Reporteraktivitat in der Probe, wodurch die Translationseffizienz quantifiziert
werden kann.

In dieser Arbeit dient der Luciferase-Assay dem Nachweis der Translationseffizienz von HCV
in Abhangigkeit der Bindung von miR-122 an die Zielsequenzen in der 5 -UTR. Die miRNA-

Bindungsstellen wurden jeweils mutiert und kénnen durch kompensierende miRNAs wieder
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adressiert werden. Das RNA-Reporterkonstrukt enthalt die fir die Renilla-Luciferase (RLuc)
kodierende Sequenz. Zudem wird eine Kontroll-Reporter-RNA co-transfiziert, um mdgliche
Messunterschiede aufgrund von variierenden Transfektionseffizienzen auszugleichen und
somit eine Normalisierung zu ermdglichen. Dieses Konstrukt tragt das Firefly-Luciferase-
(FLuc-) Gen.

Fir den Assay werden 80-90% konfluente Zellen (HelLa) Uber Elektroporation (Kapitel
2.2.5.6.2) mit 4 yg HCV-Reporter-RNA, 2 ug Cap-FLuc-Reporter-RNA (Kapitel 2.2.3.1.4) und
mit 2 uyg miRNAs transfiziert. Nach 9 h Stunden werden die Zellen einmal mit 1 x PBS
gewaschen und nach Anweisung des Herstellers (PJK) mit 500 pl Lysis-Juice fur 15 min bei
Raumtemperatur lysiert. Das Lysat wird in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt und bis zur
Messung einige Tage bei - 20 °C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Reporter-Protein-Mengen werden je 20 ul Lysat in eine 96-well-
Mikrotiterplatte Uberfihrt und mittels Multimode reader (Tecan) quantifiziert. Dafir werden
die verschiedenen Substrate wie im PJK Kit beschrieben angesetzt. Zur Messung werden
90 ul des PJK Renilla Juice® Luciferase Substrats flir RLuc bzw. des PJK Beetle Juice® flr
FLuc verwendet. Die Messung wird flr 5 s und in Zwei-Sekunden-Abstanden zwischen den
Proben durchgefiihrt. Um unspezifische Hintergrundsignale von den Messwerten abziehen

zu kénnen, wird eine Probe ohne Reporter-RNA (Mock-Kontrolle) als Blindwert gemessen.

2.2.7 Biochemische Methoden zur Analyse von RNA

2.2.7.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ist eine auf Elektrophorese basierende
Nachweismethode von Protein-DNA- oder Protein-RNA-Interaktionen. Dafir wird meist eine
in vitro-Hybridisierungsreaktion einer Nukleinsaure (NA) mit einem oder mehreren Proteinen
auf einem Agarose- oder Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Geschwindigkeit der Molekile hangt dabei sowohl von der GroRRe als auch Ladung ab,
seltener von ihrer Struktur. Durch das Mitflihren einer Kontrollprobe aus einer Nukleinsdure
ohne die Anwesenheit eines Proteins kann das verzdgerte Laufverhalten (Shift) der Banden
der Komplex-bildenden Proben beobachtet werden. Die NA-Proteinkomplexe sind gréfler
und weniger mobil als die reine Nukleinsaure und befinden sich daher weiter oben im Gel.
Sofern die Ausgangskonzentration und die Stéchiometrie der beteiligten Molekile bekannt
sind, kann die Dissoziationskonstante (K;) des Proteins flir die Zielsequenz bestimmt
werden.

Die Methode soll daher zur Bestimmung der miR-122-Bindungsstarke an die HCV-5"-UTR

verwendet werden. Daflir wurde die mutierte S1mS2m-HCV-IRES mit den kompensierenden
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miRNAs in vitro separat und gemeinsam adressiert und auf einem Polyacrylamidgel
analysiert. Das Protokoll fur die RNA/RNA-Hybridisierung stammt aus einer Publikation von
Mortimer und Doudna %! und wurde fiir die vorliegende Arbeit abgewandelt. Die einzelnen

Schritte werden im Folgenden naher erlautert.

2.2.7.1.1 Synthese der [a-*’P]-markierten Ziel-RNA

Die radioaktiv markierte HCV-RNA wird in vitro mit der T7 RNA-Polymerase synthetisiert
(Kapitel 2.2.3.1.3). Dafir wird, wie bereits beschrieben, von der Plasmid-DNA
pUC18-J6/JFH1-IRES,++S1-HDVrz eine praparative PCR durchgefihrt, um den
gewlnschten Sequenzabschnitt zu amplifizieren (Kapitel 2.2.2.1.2). Nach der in vitro-
Transkription wird die RNA (ber Phenol/Chloroform gereinigt (Kapitel 2.2.2.3.4.2) und mit
Ethanol prazipitiert (Kapitel 2.2.2.3.4.3). Zur Bestimmung der RNA-Konzentration (Kapitel
2.2.3.1.3) wird die RNA anschlieftend auf ein 6 %-iges Gel geladen (Kapitel 2.2.4.3.2) und
nach Autoradiograhpie detektiert (Kapitel 2.2.8).

2.2.7.1.2 Hybridisierung der artifiziellen miRNAs an die HCV-RNA

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt von miR-122 an die HCV-5"-UTR wird eine konstante
Menge an in vitro-transkribierter, radioaktiv markierter HCV-RNA mit steigenden Molmengen
des artifiziellen miRNA-FUhrungsstrangs hybridisiert. Dazu werden zunachst 4 pmol des
Transkripts flr 5 min bei 65 °C erhitzt. Nach dem langsamen Abkuhlen bei Raumtemperatur
auf ca. 35 °C werden steigende molare Verhaltnisse (0,5-14) des jeweils funktionellen
miRNA-Einzelstrangs hinzu pipettiert. Als Kontrolle wird eine RNA-Probe ohne miRNA
mitgeflihrt. Dem Reaktionsansatz wird Hybridisierungspuffer (Kapitel 2.1.10.8) hinzugefigt
und damit auf ein Gesamtvolumen von 15 pl gebracht. Die Bindung der miRNA an die
HCV-RNA erfolgt anschliefend fur 30 min bei 37 °C. Vor der Auftrennung der Proben auf
einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel (Kapitel 2.2.7.1.3) werden zu jeder Probe 15

pI des 2-fach konzentrierten Gelladepuffers (Kapitel 2.1.10.8) pipettiert.

2.2.7.1.3 Detektion der RNA-Hybride

Zum Nachweis der Bildung von RNA/RNA-Komplexen werden die gesamten Volumina der
hybridisierten Proben (Kapitel 2.2.7.1.2) auf ein 15 %-iges, nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel geladen (Kapitel 2.2.4.3.2). Dagegen enthalt das Polyacrylamidgel nur
0,5-fach TBE und zuséatzlich 6 mM Mgz+, zur Stabilisierung der Komplexe. Um die Proben

moglichst intakt aufzutrennen, wird die Gelelektrophorese bei 40 V und 4 °C lber Nacht
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durchgefiihrt. Nach Fixierung der Proben und dem Trocknen der Gele werden die Banden
der radioaktiv markierten RNA durch Autoradiographie detektiert (Kapitel 2.2.8).

2.2.7.2 Ribonuclease Protection Assay

Der Ribonuclease Protection Assay (RPA) ist eine sehr sensitive Methode zur Identifizierung
und Quantifizierung von spezifischen RNA-Molekilen bekannter Sequenz in einem
heterogenen RNA-Extrakt. Dabei wird eine komplementare in vitro-transkribierte und
radioaktiv markierte RNA mit hoher spezifischer Aktivitat mit der extrahierten RNA gemischt,
mit dem Ziel, diese an die Ziel-RNA zu hybridisieren. Zu dem Hybridisierungsmix wird dann
eine Ribonuklease gegeben, die spezifisch ungebundene einzelstrangige RNA zu kleinen
Oligomeren oder einzelnen Nukleotiden abbaut. Der hybridisierte Anteil der radioaktiv
markierten RNA bleibt vor dem Abbau geschitzt und kann nach Entfernung der RNase mit
Gel-Elektrophorese und Autoradiographie (Kapitel 2.2.8) sichtbar gemacht werden
(Abbildung 2.2).

Extrahierte RNA

A
l Hybridisierung von RNA mit
Gegenstrang-Sonde
B
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung
J' Schneiden mit RNasen des Ablaufs eines RNase Protection
Assays. (A) Die zuvor aus Zellen isolierte RNA
(hier: HCV-RNA) wird an einen
C komplementaren RNA-Einzelstrang hybridisiert
"""""""" (B). Der als Sonde bezeichnete Gegenstrang
ist in diesem Fall radioaktiv markiert. Durch
Prazipitation der das Schneiden mit RNasen (RNase A/T1)
J, ds RNA-Fragmente werden nicht  hybridisierende  Bereiche

degradiert (D), sodass nur die Duplexe

D geschutzt zurtick bleiben (D). Die Integritat der

extrahierten RNA kann indirekt Uber den

Nachweis der Sonde detektiert werden. Daftir

Sonde ds RNA wird die behandelte Probe (ds RNA)

E zusammen mit der unbehandelten Sonde auf

ein denaturierendes Polyacrylamidgel beladen

(E) und in diesem Fall Uber Autoradiographie

nachgewiesen. Die Intensitat des radioaktiven

Signals ist dabei direkt proportional zur Menge
der spezifischen Ziel-RNA.
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Wird die antisense-RNA im molaren Uberschuss im Vergleich zur Ziel-RNA eingesetzt, so ist
die resultierende Signalstarke direkt proportional zur Menge an komplementarer RNA im
Zellextrakt. Durch die sehr prazise Auftrennung auf einem hoch konzentrierten
denaturierenden Polyacrylamidgel (Kapitel 2.2.7.1.5) kdénnen die geschitzten Fragmente
hinsichtlich ihrer Lange Uberpruft werden.

In dieser Arbeit dient diese Methode zum einen der Quantifizierung von HCV-5"-UTR-RNA,
welche mit oder ohne kompensierenden miRNAs adressiert wurde. Zum anderen sollen in

Abhangigkeit von den miRNAs die Langen der entsprechenden Fragmente Uberprift werden.

2.2.7.2.1 Synthese der [a-*’P]-markierten antisense-RNA

Die radioaktiv markierte, komplementare (antisense-) RNA wird in vitro Uber die SP6-RNA-
Polymerase synthetisiert (Kapitel 2.2.3.1.3). Daflir wird, wie bereits beschrieben, von der
komplementaren Plasmid-DNA eine praparative PCR durchgefiihrt, um den gewilinschten
Sequenzabschnitt zu amplifizieren (Kapitel 2.2.2.1.2). Nach der in vitro-Transkription wird die
RNA praparativ Uber ein denaturierendes Polyacrylamidgel gereinigt (Kapitel 2.2.3.2.3).
Entsprechend der Sequenzlangen wird hierfur ein 6 %-iges Gel fur die anti-HCV-RNA
verwendet, wahrend die interne Kontrolle (anti-FLuc) auf einem 4 %-igen Gel aufgetrennt
wird. Die Menge an hergestellter RNA wird geschatzt (Kapitel 2.2.3.1.3) und bei - 20 °C
gelagert.

2.2.7.2.2 Praparation und Reinigung der Ziel-RNA

Die synthetisierte und gereinigte HCV-RNA (Kapitel 2.2.3.2.2) wird in HelLa- oder
HuH-7.5-Zellen transfiziert (Kapitel 2.2.5.6.2). Dabei werden 4 pg Ziel-RNA und 2 pg miRNA
elektroporiert. Zudem werden, als interne Transfektionskontrolle, 2 pg einer 5°-Cap
FLuc-poly(A)-kodierenden RNA co-transfiziert. Nach 6 h, 9 h und 24 h werden die Zellen mit
Trizol-Reagenz fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Lysate werden in ein neues
Reaktionsgefaly uberfuhrt und nach Zugabe von 200 pl Chloroform auf dem Vortexer
gemischt. Die Proben werden bei 16.400 rpm und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Die sich in
der oberen wassrigen Phase befindliche zelluldre RNA, einschlie3lich der HCV-RNA, wird in
ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt. Diese wird durch Zugabe von 1 x Volumen Isopropanol
und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat Gber Nacht bei - 20 °C prazipitiert. Die RNA wird durch
Zentrifugation bei 16.400 rpm und 4 °C fur 25 min pelletiert und zweimal mit 80 % Ethanol
gewaschen. Das Pellet wird in 50 pl Hybridisierungspuffer resuspendiert und die

Konzentration mittels fluorometrischer Messung bestimmt (Kapitel 2.2.4.1).
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2.2.7.2.3 Hybridisierung und RNase-Behandlung der Sonde und Ziel-RNA

Zur Hybridisierung der HCV-RNA mit der radioaktiv markierten antisense-RNA (Sonde)
werden 1 ug der extrahierten zellularen RNA (Kapitel 2.2.7.1.2) mit 0,1 ng Sonde (Kapitel

2.2.3.1.3) in 30 pl Reaktionsvolumen (Hybridisierungspuffer 2°%)

gemischt. Als
Hoéhenkontrolle flr die spatere Auswertung auf den denaturierenden Polyacrylamidgelen
werden 50 ng gereinigte RNA (Kapitel 2.2.3.1.2) und 1 ng der Sonde mitgeflihrt. Diese in
vitro-Hybridisierung zeigt die maximale GréRRe der durch die radioaktive Probe geschitzten
RNA. Zudem werden zwei Ansatze pipettiert, in denen sich jeweils nur 1 ng der reinen
radioaktiv markierten RNA befindet, um den Unterschied zwischen langer Sonde und der an
die Ziel-RNA gebundenen Fragmente ermitteln zu kdnnen. Dies zeigt an, ob die RNase-
Reaktion erfolgreich war und die resultierenden Fragmente die geschitzte RNA darstellen.
Die RNAs werden zunachst bei 85 °C fur 5 min denaturiert, kurz zentrifugiert und
anschliefend tber Nacht bei 42 °C im Heizblock inkubiert. Fiir eine optimale Hybridisierung
wird eine Inkubationszeit von mindestens 14 h empfohlen.

Zu den Reaktionsansatzen wird ein Mix aus RNase-Reaktionspuffer (300 ul) und RNase
A/T1 (30 U, 12 ug) pro Probe pipettiert. In einem der Ansatze wird jedoch nur 300 pl RNase-
Reaktionspuffer hinzugegeben (Negativkontrolle). Nach 75 min bei 30 °C werden 16,5 pl
10 % SDS dazu pipettiert (Endkonzentration 0,5 %), um die enzymatische Reaktion zu
stoppen. Daraufhin wird ein Ansatz bestehend aus 1 pl tRNA (10 pg/ul), 11 yl CaCl, (30 mM)
und 100 ug Proteinase K pro Probe angesetzt und zu den hybridisierten RNAs gegeben. Die
RNasen werden fiir 1 h bei 37 °C inaktiviert. Nachfolgend werden die Nukleinsauren mittels
Phenol/Chloroform gereinigt (Kapitel 2.2.2.3.4.2) und in Anwesenheit von 1 pl tRNA
(10 pg/pl) und 1 x Volumen von 100 % Ethanol prazipitiert. Nach zweimaligem Waschen mit
80 % Ethanol und anschlieBendem Trocknen werden die RNA-Pellets in je 10 yl FA-Puffer
auf dem Schittelinkubator gelést (1 h, 41 °C, 850 rpm). Aufgrund der hdheren
Konzentrationen  der eingesetzten  Kontrollen  (antisense-RNA  +/-  RNasen,
antisense-RNA + Ziel-RNA) werden diese vor der Analyse auf dem Gel verdiinnt. Die in
vitro-hybridisierten RNAs werden 1:20 in FA-Puffer verdinnt, die anderen Proben 1:300.

Die resuspendierte RNA kann ggf. Uber einen langeren Zeitraum bei - 20 °C gelagert

werden.

2.2.7.2.4 Auftrennung und Detektion der geschitzten Fragmente zur Quantifizierung

Die hybridisierten und gereinigten RNA Fragmente (Kapitel 2.2.7.1.3) werden bei 85 °C fur
5-10 min denaturiert. Je 10 ul der verdinnten antisense-RNA-Kontrollen sowie je 5 ul der

verdinnten RNA/Sonde-Kontrolle und restlichen Proben werden anschlieRend in die
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Taschen eines denaturierenden Polyacrylamidgels (Kapitel 2.2.4.3.2) geladen (6 % fur
HCV-RNA, 4 % fur FLuc-RNA; die Konzentration ist abhangig von der jeweiligen
FragmentgroRe). Die RNAs werden fir etwa 1 h bei 120V aufgetrennt. AnschlieRend
werden die Gele fir 10 min fixiert und getrocknet (Kapitel 2.2.8). Die Gele mit den
geschitzten HCV-RNA-Fragmenten sowie mit den entsprechenden FLuc-Kontrollen werden
zusammen auf einem phosphor screen je nach Signalstarke von 2 h bis hin zu mehreren
Tagen exponiert. Durch geringe Expositionszeiten ist das Signal nicht gesattigt und kann zur

Quantifizierung herangezogen werden.

2.2.7.2.5 Auftrennung und Detektion der geschiitzten Fragmente zur Qualifizierung

Zum Vergleich der geschitzten Fragmentlangen in Abhangigkeit von der jeweiligen
adressierten miRNA-Bindungsstelle in der 5-UTR von HCV wird nur die Halfte der fir die
kleinen Gele verwendeten Mengen dieser Proben nach Denaturierung (Kapitel 2.2.7.1.4) in
die Taschen eines 12 %-igen und 40 cm langen Sequenziergels (Kapitel 2.2.4.3.2) beladen.
Die RNAs werden uber Nacht bei 800 V fur 22 h aufgetrennt. Die Gele werden ebenfalls
fixiert und getrocknet (Kapitel 2.2.8). Aufgrund der GroRe werden dafir etwa 5 cm vom
oberen Rand des Gels abgeschnitten.

Je nach Signalstarke werden die Gele 2-4 d exponiert. Befinden sich die Proben
verschiedener Zeitpunkte auf einem Gel, werden zwei phosphor screens aufgelegt und die

Bilder spater entsprechend zusammengefiigt.

2.2.8 Autoradiographie

Diese Methode dient zur Visualisierung, Analyse und Quantifizierung radioaktiv markierter
RNA. Die Polyacrylamidgele (Kapitel 2.2.4.3.2), welche mit radioaktiv markierten in vitro-
Transkripten (Kapitel 2.2.3.1.3) beladen wurden, werden mit Frischhaltefolie umschlossen
und far 10 min auf Roéntgenfime (X-ray) bei Raumtemperatur exponiert (direkte
Autoradiographie). Fur geringe radioaktive Probenmengen (co-IP, RPA), bei denen die Gele
langer exponiert werden missen, werden die Gele zunachst fir 15 min in 7.5 % Essigsaure
und 5 % Ethanol fixiert. Nach Uberfiihren auf 3MM Chromatographiepapier werden die Gele
bei 80 °C fur 2 h unter Vakuum getrocknet und anschliel3end, je nach Experiment, ein paar
Stunden bis hin zu mehreren Tagen auf Phosphor-Filmen (phosphor screens) exponiert. Die
Phosphor-Filme kénnen Gber den Cyclone Plus Phosphor Imager digital erfasst und Uber die

OptiQuant™ Sofware nachtréglich ausgewertet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Design einer mutierten HCV-5-UTR mit separat adressierbaren miRNA-
Bindungsstellen

In der HCV-5'-UTR befinden sich zwei
Bindungsstelle (S1) befindet sich in der Nahe der ersten Haarnadelstruktur (1) und die Zweite

miR-122-Erkennungssequenzen. Die erste
(S2) vor der Domane II. Die miR-122 bindet zusatzlich zu ihrer seed-Sequenz mit 3—4 nt, in
Richtung ihres 3’-Endes, an die HCV-5-UTR. Die Hybridisierung zwischen beiden
RNA-Sequenzen ist unterbrochen und wird durch die Ausbildung einer Ausbuchtung (bulge)
charakterisiert (Abbildung 3.1, A). Diese ungewohnliche Bindung der miR-122 an die 5°-UTR
der viralen RNA fiihrt zur Stabilisierung des Genoms und stimuliert die Translation %% 4 1971
Replikation ['®? sowie Partikelproduktion %% yvon HCV. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass bei separater Adressierung der Bindungsstellen die S1 fir die Partikelproduktion

wichtiger ist als die S2 "%,

A 5-UTR

Abbildung 3.1: Schematische

S2

miR-122
A

Darstellung der Wildtyp- und
mutierten HCV-5'-UTRs und

5 die Bindung der miR-122.
. miR-122 (A) Struktur der HCV-5-UTR
81 9 I und die Lokalisation der miR-
Ore _____ 122-Bindungsstellen (gran),
1| gebunden an S1 und S2. (B)
A Ausschnitt von Nukleotid 1-122
B Ay 3 der 5-UTR des Isolats J6
SLICG Hz:: miR-122 (Genotyp 2a). Die Bindung der
88 U, ..., 12108 _ 5 miR-122  erfolgt an  ihre
¢G GUCUSGJAACAGUGOGKG(%U Erkennungssequenzen um SLI
GC =
5-ACCU GM@CS%A%JZGG‘AUCQCH%%C gCcecee-- (rot) und vor SLII (blau). (C)
GUCG,  GYCYCAGCUs: 8% Uberblick Uber die mutierten
Uzg /;‘CA U88 Nukleotide 1-42 der HCV-5'-
%3, miR-122 50—é 8 sLII UTR-Sequenz von J6. Das erste
Nukleotid der Wildtyp- (wt) RNA
A ' wurde aufgrund von
C AU Sequenzanalysen zum Guanin
sLidA (grines G) modifiziert (Wtmod).
88 Die Mutationen in den miR-122-
; 88 o 25 _ CU"’ Bindungsstellen sind orange
wt 5-ACCU G ACACUCCGCCAUGAAUCACUCC © markiert.
— — - 303 38 40 42
Wtmod Gcecu ACACUCCGCCAU UCACUCC
mutiert GACU AGACUACGCAGU UCJAUCC
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Es stellt sich die Frage, ob beide miRNA-Zielsequenzen unabhangig voneinander gebunden
werden oder ob die Adressierung einer Sequenz die Bindung der miR-122 an die zweite
Stelle induziert. Ubernimmt dabei eine der beiden Erkennungssequenzen exklusiv
individuelle Funktionen oder agieren beide Bindungsstellen einander erganzend?

Zur Beantwortung der Fragen wurden die miR-122-Zielsequenzen in der 5°-UTR
unterschiedlich mutiert, um so beide Bindungsstellen mit artifiziellen miRNAs separat
adressieren und charakterisieren zu koénnen. Dabei wurden Nukleotide in der
Erkennungssequenz und in den weiter aufwarts befindlichen hybridisierenden Bereichen
ausgetauscht (Abbildung 3.1, C). Das verwendete HCV-Genom entstammt einem chimaren
Konstrukt aus den Isolaten J6 und JFH-1 des Genotyps 2a. Es repliziert in Zellkultur besser
als die jeweiligen reinen Isolate und produziert eine grol’e Anzahl infektidser Viren
(HCVcc) #'%. Dieses HCV-Konstrukt sollte daher das bisher im Labor verwendete
Con-1-Isolat (Genotyp 1b) ersetzen, um Untersuchungen in Zellkultur und Infektionsversuche
zu optimieren.

Die HCV-5-UTR st unter allen bisher bekannten Isolaten hoch konserviert. Die Sequenz
beginnt entweder mit dem Nukleotid Adenin (A) oder Guanin (G). Aufgrund der etwas
starkeren Konservierung von Guanin ®* und der erhéhten Stimulation der Transkription
durch ein ,G* direkt hinter einer Promotorsequenz wurde flir unsere Studien das erste
Nukleotid der J6/JFH-1-Chimare von ,A* zu ,G* ausgetauscht (Abbildung 3.1, C). Das
genaue Vorgehen zur Herstellung der separat adressierbaren HCV-5-UTR st in

Kapitel 3.1.2 beschrieben.

3.1.1 In silico-Strukturanalysen der modifizierten Wildtyp- und mutieren HCV-5"-UTR

Aufgrund der hohen Konservierung der HCV-5-UTR-Struktur ®° wurden die in silico-
Sekundarstrukturen der modifizierten Wildtyp- (wtmoq) und mutierten HCV-RNA miteinander
verglichen. Dafir wurden die Nukleotide 1-117 der 5-UTR von J6 in dem online
zuganglichen Faltungsprogramm RNAfold analysiert (Abbildung 3.2). Es wurde das Turner-
Modell von 2004 mit folgenden Parametern verwendet: minimum free energy (MFE) and
partition function, no dangling end engergies und avoid isolated base pairs bei 37 °C. Die
Darstellung dieser Faltung erfolgte iiber das frei zugéngliche Programm VARNAv3-93 ',
Uber den wahlbaren Vienna-Farbcode wurde die Wahrscheinlichkeit fiir die Basenpaarung
und die Einzelstrangigkeit entsprechend RNAfold kodiert.

Die miRNA-Erkennungssequenzen liegen bei beiden Sequenzen bezlglich der RNA-
Sekundarstruktur wie in der originalen wt-RNA vor (vgl. Abbildung 3.1, A). Die Domanen SLI
und SLII bilden dieselben Strukturen mit der gleichen Anzahl an Nukleotiden aus. Die

Wahrscheinlichkeit fur die Ausbildung des einzelstrangigen Bereichs zwischen SLI und SLII
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ist jedoch bei der Doppelmutante erhéht und der SLII in seiner Struktur deutlich verstarkt
(Abbildung 3.2).

SLII

50— C]

Abbildung 3.2: Faltung von Wildtyp- und mutierter HCV-5"-UTR. /n silico-Faltung der Nukleotide 1-117 (inkl.
SLII). In gelb und orange markiert sind die miRNA-Bindungsstellen (S1(m), S2(m)) in der modifizierten Wildtyp-
(Wtmoa) und mutierten HCV-5"-UTR. Die Farben zeigen in einzelstrangigen Bereichen die Wahrscheinlichkeit fiir
die Einzelstrangbildung an, wahrend in hybridisierenden Bereichen (SLI, SLIlI) die Wahrscheinlichkeit fur die
Ausbildung eines Doppelstrangs gegeben ist. Das Programm zur Faltung der RNA wurde online zur Verfligung
gestellt (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi).

Aufgrund dieser Strukturanalysen wurde ein Modell der miRNA-Bindung an die
entsprechenden 5’-UTR-Sequenzen angefertigt (Abbildung 3.3). Die Hybridisierung der miR-
122-Varianten an die modifizierte HCV-5"-UTR erfolgt dabei Uber dieselben Nukleotide wie
im Wildtyp (vgl. Abbildung 3.1 mit Abbildung 3.3). Fur die mutierte Sequenz wurden
entsprechend kompensierende miRNAs generiert, sodass die mutierten Nukleotide in der
HCV-5"-UTR durch die miR-122m1 an der ersten Bindungsstelle (S1m) und durch die miR-
122m2 an der zweiten Erkennungssequenz (S2m) gebunden werden kdnnen
(Abbildung 3.3). Aufgrund des reduzierten GC-Gehaltes bei der Hybridisierung der miRNAs
an die mutierten Zielsequenzen, im Vergleich zur wt,.-5-UTR, wurde das Nukleotid an
Position 14 (P14) der miR-122m1 zusatzlich so modifiziert, dass es mit dem Nukleotid 4 der
HCV-5"-UTR paaren kann. Das Nukleotid an P17 der miRNA wurde darliber hinaus von

einem ,U“ zu einem ,,C* optimiert. Auch die Bindung von miR-122m2 an S2m ist um eine GC-
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Paarung reduziert. Jedoch kann die Bindungsaffinitat hier nicht durch zusatzlich bindende
Nukleotide optimiert werden, da die in silico-Uberpriifung der Strukturen verschiedener
Mutationen nur diese Kombination mutierter Nukleotide zulie3, wenn die Sekundarstruktur
erhalten bleiben sollte (nicht gezeigt). Dartber hinaus ist die Ausbildung eines bulge flur die

miRNA-Funktionalitat an ihrer Zielsequenz essentiell und darf nicht verandert werden.

>
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3.1.2 Herstellung der mutierten HCV-5"-UTR

Fir die Herstellung der mutierten 5-UTR des Isolats J6 wurde zunachst die Wildtyp-
Sequenz in ein bereits existierendes Konstrukt tberfihrt, welches flir verschiedene Studien
verwendet werden sollte. Dieses Konstrukt (Anhang 6.1.2) enthalt die 5-UTR des Isolats
Con-1 (Genotyp 1b), einschlieBlich des Start-Kodons in der Core-kodierenden Sequenz, um
eine Translationsinitiation zu gewahrleisten. Zur Transkription der HCV-RNA befindet sich
ein T7-Promotor direkt vor der 5°-UTR.

Der Austausch der Con-1-5-UTR durch die des Isolats J6 erfolgte Uber Amplifikation der
Sequenz aus pFL-J6/JFH1 (Anhang 6.1.1). Es wurden Primer generiert, die an den 5-UTR
flankierenden Sequenzen im pFL-J6/JFH1-Plasmid binden kbénnen, aber zudem
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Hindlll und BamHI trugen. Nach Amplifikation des
entsprechenden DNA-Abschnitts Uber PCR und Restriktion der PCR-Produkte erfolgte die

Ligation mit dem zuvor praparierten Vektor. Der Austausch wurde Uber Sequenzierung
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bestatigt. Das neue Plasmid pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz (Anhang 6.1.3) wurde
anschlieend in die Mutagenese-Reaktion eingesetzt (Kapitel 2.2.2.2.1). Dafur wurden zwei
zueinander komplementare Primer gewahlt, welche die entsprechenden Mutationen in den
miR-122-Bindungsstellen (Abbildung 3.3) mitbrachten. Durch Verwendung einer Polymerase
mit hoher Korrekturleserate wurden die Mutationen eingefligt und das gesamte Plasmid ohne
zusatzliche unspezifische Mutationen amplifiziert. Nach Dpnl-Verdau und damit dem Abbau
der hemimethylierten Plasmid-DNA pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz wurde das mutierte
Plasmid (pUC18-J6/JFH1-IRES,,~S1-HDVrz) kloniert und per Sequenzierung Uberprift.

Das modifizierte Wildtyp-Konstrukt und die mutierte Plasmid-DNA wurden zunachst fir die
Charakterisierung der mutierten miRNA-Bindungsstellen in der anti-Ago2-RNA-co-

Immunprazipitation verwendet (Kapitel 3.2.1).

3.2 Charakterisierung der mutierten miR-122-Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR

Die Untersuchung der mutierten und separat adressierbaren Erkennungssequenzen in der
HCV-5"-UTR erforderte zunachst eine Uberprifung der Sperzifitit der Bindung der
kompensierenden miRNAs (Abbildung 3.3) an ihre Zielsequenzen. Dies erfolgte Uber die
anti-Ago2-RNA-co-Immunprazipitation (co-IP). Mithilfe dieser Methode konnte bereits gezeigt
werden, dass die miR-122 iiber Ago2 im Komplex an die 5"-UTR von HCV bindet "*. Da
Ago-Proteine fur die Erkennung und Prozessierung von miRNA-Duplexen im miRNP-
Komplex verantwortlich sind, kénnen die kompensierenden miRNAs ebenfalls Uber co-
Prazipitation mit Ago2 untersucht werden (Kapitel 3.2.1).

Erst nach einer Uberpriifung der Bindung an die HCV-5"-UTR und die Untersuchung der
Spezifitdt der separaten Adressierung war eine genauere Analyse der individuellen

Funktionen beider Bindungsstellen méglich.

3.2.1 Anti-Ago2-RNA-co-IP zur Uberpriifung der spezifischen Bindung der artifiziellen
miRNAs an die mutierten Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR

Zur Untersuchung der Bindungsspezifitdit der in der HCV-5-UTR an die Mutationen
kompensierend  bindenden artifiziellen miRNAs (miR-122m1 und miR-122m2
(Abbildung 3.3)) wurde zunachst ein doppelstrangiger DNA-Abschnitt aus dem
pUC18-J6/JFH1-IRES,,~-S1-HDVrz-Plasmid mittels PCR amplifiziert. Dieses Fragment
diente als Template fur die in vitro-Transkription einer 363 nt langen RNA bei 37 °C und in
Anwesenheit einer T7-Polymerase. Die RNA enthielt neben der 5°-UTR das Start-Kodon der
Core-kodierenden Sequenz fur die IRES-Formation (IRESag3). Wahrend der
Transkriptionsreaktion wurde die RNA radioaktiv mit **P-UTP markiert (Kapitel 2.2.3.1.3).
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Die Wtyog- (IRES3e3nt S1S2) und die mutierte (IRES3ze3, S1TMS2m) HCV-IRES-RNA wurden
dann, zusammen mit mMiR-122-, miR-122m1-, miR-122m2- oder miR-124-Duplexen, in
80-90 % konfluente HelLa-Zellen transfiziert (Kapitel 2.2.5.6.1). Nach 6 h post-Transfektion
wurden die Zellen lysiert. Es wurden 10 % des von Zelltriummern befreiten Lysats fur die
Input-Kontrollen zurGckbehalten. Die HCV-RNA im restlichen Lysat wurde anschlie3end Uber
Ago2 3 h co-prazipitiert. Daflir wurde zuvor ein anti-Ago2-Antikérper an Protein G
magnetische Beads gekoppelt. Daruber hinaus wurden zwei weitere Proben mit Antikbrpern
gegen elF3 und FLAG co-prazipitiert. elF3 bindet an die HCV-IRES unabhangig von miRNAs
und wurde als Positivkontrolle fir die co-IP-Reaktion mitgefuhrt. Das Polypeptid FLAG
kommt natlrlicherweise nicht in Zellen vor und wurde als Negativkontrolle eingefihrt, um
unspezifische Hintergrundsignale zu detektieren.

Nach dem Waschen wurden 10 % der Beads fur die Western Blot-Analysen aufbewahrt. Die
RNA wurde, zusammen mit dem radioaktiven Transkript (Input-RNA), nach Proteinase K-
Behandlung tber Phenol/Chloroform-Extraktion von den Beads separiert und mit Ethanol
und GlycoBlue™ prazipitiert. Die Input-RNA wurde zur Uberpriifung der Integritat der
co-prazipitierten RNA herangezogen. Die Proben wurden uber ein 6 %-iges Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschlieRend getrocknet und die radioaktive RNA Uber Autoradiographie
detektiert.

Abbildung 3.4 zeigt die Ergebnisse der co-IP-Experimente mit wt,.- und mutierter
HCV-RNA. Die Versuche zeigen eine miR-122-abhangige Prazipitation der wty,4-IRES
(Abbildung 3.4, A4), wahrend die Bindung an die HCV-RNA S1mS2m durch die Mutationen
in den miR-122-Zielsequenzen unterbunden ist (Abbildung 3.4, B4). Wiederum lasst sich flr
die zu den Mutationen kompensierenden miRNAs eine Bande fiur die IRES3s3,¢ STmMS2m
nachweisen (Abbildung 3.4, B6, B7 und vgl. mit B4), was auf eine Bindung an die mutierten
Erkennungssequenzen im Ago2-Kontext hindeutet. Eine Bindung von miR-122m1 und
miR-122m2 kann fir die wt,,¢-IRES nicht gezeigt werden (Abbildung 3.4, A6, A7).

Der Vergleich mit der miR-124 als Negativkontrolle bestatigt diese Sequenz-abhangige
Bindung der miRNAs an ihre jeweiligen Zielsequenzen in der HCV-5"-UTR (Abbildung 3.4,
A5, B5). Die Input-Kontrollen (Abbildung 3.4, A und B, Input 2—7) zeigen darlber hinaus eine
gleiche RNA-Abundanz in den einzelnen Proben, wahrend die anti-Ago2 Western Blot-
Proben (Abbildung 3.4, C, D) eine gleiche Effizienz der Ago2-Prazipitation aufweisen. Die
detektierten Unterschiede in der Bindung der einzelnen miRNAs lassen sich demnach auf
die spezifische Bindung an ihre jeweils homologen Sequenzen in der entsprechenden
HCV-5"-UTR zurlckfuhren. Die Bindung der miR-122 an die mutierte HCV-RNA ist durch die
Mutationen entsprechend blockiert. Ebenso kdnnen die mutiertem miRNAs nicht an die

wt-Erkennungssequenzen binden.

73



Ergebnisse

A Input | 122 122 122 124 122m1 122m2 microRNA
RNA elF3 FLAG Ago2 Ago2 Ago2 Ago2 IP Antik&rper
IRES;3630:
S182
Input
B
IRES 363
S1mS2m
Input
1 2 3 4 5 6 7
C —m Ago2
D —a Ago2
2 3 4 S 6 7

Abbildung 3.4: Anti-Ago2-RNA-co-IP mit Wildtyp- (§1S2) und mutierter (S1mS2m) HCV-IRES. HelLa-Zellen
wurden mit 3 pg radioaktiv markierter HCV-RNA, mit einer Ladnge von 363 nt, zusammen mit 3 yg miRNA
transfiziert. 6 h post-Transfektion wurden die Zellen lysiert, wovon 10 % als Input-Kontrolle verwendet wurde
(Input; A, B). Das restliche Lysat wurde in der anti-Ago2-Immunpréazipitation verwendet. Als Positiv- bzw.
Negativkontrolle dienten Antikdrper gegen elF3 (2) und FLAG (3), sowie die miR-124 (5). Nach dem Waschen der
zur Préazipitation verwendeten magnetischen Beads wurden 10 % fir Western Blot-Analysen verwendet (C, D).
Die co-prazipitierte RNA wurde von den Beads geldst und zusammen mit der Input-Kontrolle gereinigt und
prazipitiert. Die RNA-Proben wurden auf 6 %-igen Polyacrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt (A, B). Gereinigtes Transkript wurde als Marker fur die RNA-Integritéat mitgefihrt (1). Die Gele wurden
getrocknet und die RNA Uber Autoradiographie detektiert.

Einen direkten Nachweis flr die Bindung der miR-122m1 an die S1m und der miR-122m2 an
die S2m liefert diese co-IP so jedoch noch nicht. Zur Untersuchung der spezifischen
Adressierung der beiden miRNAs an die mutierten Bindungsstellen wurde daher eine co-IP
durchgeflhrt, bei der zusatzlich zur HCV-RNA und den miRNAs sogenannte locked nucleic
acids (LNA) co-transfiziert wurden. Diese LNAs sind kleine nicht-kodierende RNAs, die

n "2 Es befindet sich eine extra Briicke zwischen dem zweiten

modifizierte Nukleotide trage
Sauerstoff (2-O) und dem vierten Kohlenstoff-Atom (4'-C) innerhalb der Pentose. Diese

Verbindung blockiert (locks) die Ribose in ihrer Konformation. Diese Nukleotide befinden sich
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fur unsere Studien in DNA-Oligomeren und kénnen mit der HCV-RNA hybridisieren. Diese
Hybridisierung zwischen LNAs und Target-RNA-Sequenzen ist dabei deutlich starker als
zwischen zwei RNA-Molekiilen ¥"®! sodass eine Blockierung der miRNA-Bindungsstellen in
der HCV-5"-UTR zu erwarten war. Die zur jeweiligen Mutation homologe LNA (LNAm1,
LNAmM2) soll die Bindung der miR-122m1 und miR-122m2 in ihre jeweilige mutierte
Bindungsstelle spezifisch unterbinden.

Die co-IP wurde wie bereits zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser co-IP
sind in Abbildung 3.5 dargestellt.

Werden die mutieren miRNA-Erkennungssequenzen in der IRES3g3,: S1mS2m mit der
jeweiligen miR-122m1 und miR-122m2 adressiert, so ist erneut eine Ago2-abhangige
Prazipitation der HCV-RNA zu erkennen (Abbildung 3.5, A5, C4). Wurde in einem gleichen
Reaktionsansatz eine Zielsequenz-spezifische LNA co-transfiziert (LNAmM1 mit miR-122m1,
LNAmM2 mit miR-122m2), so ist keine HCV-RNA mehr nachweisbar (Abbildung 3.5, A4, C6).
Dies spricht fur eine Blockierung der miRNA-Bindungsstellen durch die LNAs. Wird jedoch
LNAmM2 mit der mutierten HCV-RNA und miR-122m1 co-transfiziert, so kommt es zu einer
Ago2-abhangigen Prazipitation der IRESzs3,: S1mS2m (Abbildung 3.5, A3). Dasselbe
Resultat konnte fir LNAmM1 und miR-122m2 gezeigt werden (Abbildung 3.5, C5). Diese
Detektion spricht fir eine tatsachlich ortsspezifische Hybridisierung der miRNAs an die
jeweils mutierte Bindungsstelle in der HCV-5"-UTR.

Die Kontrollen weisen auch in diesem Versuch auf eine gleichmaRige Ago2-RNA-co-
Prazipitation (Abbildung 3.5, B und D) und eine einheitliche RNA-Abundanz (Abbildung 3.5,
A und C, Input 2—7) hin. Die detektierten Unterschiede zwischen den einzelnen Proben sind
demnach auf die unterschiedliche Bindung durch die jeweilige miRNA bzw. LNA

zurickzufiihren.
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Abbildung 3.5: Anti-Ago2-RNA-co-IP mit mutierter HCV-5"-UTR (S1mS2m) zur Kontrolle der Spezifitit der
kompensierenden miRNAs. HelLa-Zellen wurden mit 3 pg radioaktiv markierter HCV-RNA, mit einer Lange von
363 nt, zusammen mit entweder miR-122m1, miR-122m2 oder miR-124 (Negativkontrolle) transfiziert. Zur
Kontrolle der spezifischen miRNA-Bindung wurden zudem locked nucleic acids (LNAs) eingesetzt (A3 und A4; C5
und C6), die an die Zielsequenz binden und eine Hybridisierung mit der miRNA verhindern sollen. 6 h
post-Transfektion wurden die Zellen lysiert, wovon 10 % als Input-Kontrolle verwendet wurde (Input; A, C). Das
restliche Lysat wurde in der anti-Ago2 Immunpréazipitation verwendet. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten
Antikdrper gegen elF3 (A6, C2) und FLAG (A7, C3). Nach dem Waschen der zur Prazipitation verwendeten
magnetischen Beads wurden 10 % fur Western Blot-Analysen verwendet (B, D). Die co-prazipitierte RNA wurde
extrahiert und zusammen mit der Input-Kontrolle gereinigt und prazipitiert. Die RNA-Proben wurden auf 6 %-igen
Polyacrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt (A, C). Gereinigtes Transkript wurde als
Marker fir die RNA-Integritat mitgefiihrt (1). Die Gele wurden getrocknet und die RNA {iber Autoradiographie
detektiert.
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Fazit: Mithilfe der co-IP konnte gezeigt werden, dass die Bindung der miR-122 an die
mutierten Zielsequenzen der IRESas3,: S1mS2m blockiert ist. Ebenso werden diese
Mutationen spezifisch von den kompensierenden miRNAs (miR-122m1, miR-122m2)
gebunden und zeigen keine Hybridisierung an miR-122-komplementare Sequenzen in der
wt-5-UTR. Die Bindung von miR-122m1 erfolgt dabei spezifisch an ihre Zielsequenz S1m
und weist keine zusatzliche Bindung zu S2m auf. Gleiches gilt fir die miR-122m2 und ihrer
Erkennungssequenz S2m.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine separate Adressierung der miRNA-Bindungsstellen in
der HCV-IRES mdglich ist und dass die mutierte Sequenz in der 5 -UTR fiir weitere Studien

verwendet werden kann.

3.2.1.1 Bestimmung der Bindungseffizienz der artifiziellen miRNAs an die separat
adressierten Bindungsstellen

Bei der Auswertung der co-IPs zur Untersuchung der spezifischen Bindung der
kompensierenden miRNAs an die mutierten Erkennungssequenzen in der HCV-5"-UTR
wurde eine unterschiedliche Signalstarke der prazipitierten HCV-RNA-Banden identifiziert
(Abbildung 3.4). Nach der Co-Transfektion der radioaktiv markierten IRES mit der zur S1m
kompensierenden miR-122m1 ist eine starkere Bande zu erkennen als nach der
Adressierung der miR-122m2 an S2m (Abbildung 3.4, B6, B7). Dies deutet auf eine starkere
Bindung der miRNA an die erste Bindungsstelle der HCV-RNA hin. Von Interesse ist zudem,
ob eine gemeinsame Adressierung der beiden miRNA-Erkennungssequenzen lediglich
additiv erfolgt oder ob es sogar zu einer kooperativen Bindung kommt.

Um mogliche Unterschiede in der Affinitat der Hybridisierung der kompensierenden miRNAs
an die jeweilige Sequenz in der HCV-IRES zu untersuchen, wurde die Menge der co-
transfizierten miR-122m1 und miR-122m2 reduziert. Daflir wurden zu gleichbleibenden
Mengen der radioaktiven HCV-RNA (3 ug) verschiedene Mengen-Verhaltnisse der miRNAs
eingesetzt (1/3, 1/10 und 1/30). Bei der Reduktion der co-transfizerten miRNAs kommt es
allerdings zu einer Veranderung im Verhaltnis von kurzen zu langen RNA-Molekullen bei der
Lipofektion. Befinden sich zu wenig kleine Molekille im Reaktionsansatz, so kann es
aufgrund einer besseren Komplexbildung zwischen kationischen Lipiden und den langeren
anionischen Nukleinsauren zu einer erhdhten Transfektionsrate der langen RNA-Fragmente
kommen. Um dies zu verhindern wurde die Gesamtmenge der miRNAs im
Transfektionsansatz mithilfe der miR-124 immer auf 3 yg gebracht, die keine Bindung zur
HCV-RNA aufweist (Abbildung 3.4, A5, BS).
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In Abbildung 3.6 ist exemplarisch eine co-IP mit 1 yg co-transifizierter miR-122m1 und/oder
miR-122m2 gezeigt (A).

A +++ ++ + ++ miR-124
- + + - miR-122m1
Input - - + + miR-122m2
RNA Ago2 Ago2 Ago2 Ago2 IP Antikdrper
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Abbildung 3.6: Effizienz der Bindung der mutierten miRNAs an S1m und S2m in der HCV-5"-UTR.
(A) Anti-Ago2-RNA-co-IP mit radioaktiv markierter mutierter HCV-IRES (IRESsze3nt S1TmS2m) und 1 ug co-
transfizierten miRNAs. Die miR-124 diente als Negativkontrolle und zum Auffillen der miRNA-Menge bei der
Transfektion auf 3 ug Total-miRNA. 6 h post-Transfektion wurden die Zellen lysiert: 10 % als Input-Kontrolle
(Input), 90 % fir die anti-Ago2 Immunprazipitation. Nach dem Waschen der zur Prazipitation verwendeten
magnetischen Beads wurden 10 % fur Western Blot-Analysen verwendet (Ago2). Die co-prazipitierte RNA wurde
extrahiert und zusammen mit der Input-Kontrolle gereinigt und prazipitiert. Die RNA-Proben wurden in 6 %-igen
denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Das Transkript wurde als Marker fur die RNA-Integritat
mitgefiihrt (1). Die Gele wurden getrocknet und die RNA Uber Autoradiographie detektiert. +/++/+++: 1 ug, 2 ug,
3 pug miRNA. (B) Quantitative Auswertung der Autoradiographie von drei co-IPs. Zur Bestimmung der
Signalstarke wurden mit Hilfe der Software OptiQuantT'VI die Digital Light Units (DLU) berechnet. Die Werte der
Proben wurden auf die Input-Kontrollen normalisiert. Die berechneten Signale fur die Proben mit beiden
kompensierenden miRNAs wurden anschlieRend auf ,1“ gesetzt und die Werte der anderen Proben relativ dazu
berechnet. Die Werte fir miR-122m1 und miR-122m2 wurden addiert (miR-122m1+miR122m2) und mit der
Referenzprobe verglichen (+ miR-122m1/m2). Der p-Wert wurde mittels studentischem t-Test (* = p < 0.05)
ermittelt.
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Wie bereits zuvor beobachtet, kann auch nach dieser co-IP im Vergleich zur Adressierung
der S1m (Abbildung 3.6, A3) eine schwachere Bande in der Probe mit miR-122m2
nachgewiesen werden (Abbildung 3.6, A5). Die Filme der anderen co-IP-Proben mit
geringeren eingesetzten miRNA-Mengen zeigten ein ahnliches Bild (nicht gezeigt). Aufgrund
der homogenen Input- und Ago2-Western Blot-Kontrollen (Abbildung 3.6, A) ist dieser
Unterschied auf eine diverse Affinitat beider kompensierenden miRNAs zurlckzufuhren.
Zudem wurde in der Probe mit miR-124 keine radioaktive HCV-RNA prazipitiert (Abbildung
3.6, A2), was zeigt, dass die miR-124 auch keinen Effekt auf die Signalstarke der anderen
RNA-Banden hat.

Bei der Betrachtung der Probe mit miR-122m1 und miR-122m2 ist das Signal der
prazipitierten radioaktiven RNA deutlich starker (Abbildung 3.6, A4) als in den Proben mit
einzeln adressierten Erkennungssequenzen (Abbildung 3.6, A3, A5). Dies konnte auch bei
der Auswertung der co-IPs mit 0,3 pg und 0,1 ug miRNA beobachtet werden (nicht gezeigt).
Ob dieses Signal der RNA-Bande jedoch starker ist als die Summe der Einzelsignale der
Proben mit nur jeweils einer adressierten miRNA-Bindungsstelle war zunachst nur zu
vermuten. Zur Quantifizierung der Signalstarken sowohl nach gemeinsamer als auch
einzelner Hybridisierung der miRNAs an die 5-UTR wurden die Polyacrylamidgele aller
co-IPs je nach Signalstérke bis zu 2 h exponiert. Mithilfe der Analysesoftware OptiQuant™
konnten die Bandenstarken auf den Phosphorimager screens quantifiziert werden. Die
einzelnen Signale wurden dazu von Kastchen gleicher Flache umrandet. Uber die Software
wurden dann die sogenannten Digital Light Units (DLU) berechnet, also die Anzahl an Pixeln
innerhalb der bestimmten Flache. Von den Werten fir die Proben und Input-Kontrollen wurde
zunachst der Hintergrund abgezogen und die DLU der einzelnen Proben auf die jeweilige
Input-Kontrolle normalisiert.

Die errechneten Signalstarken jeder einzelnen prazipitierten HCV-RNA wurden anschlieRend
innerhalb eines Datensets relativ zur Probe mit beiden kompensierenden miRNAs betrachtet.
Replikate von co-IPs mit einer bestimmten Menge co-transfizierter miRNA wurden
abschliel3end statistisch ausgewertet.

In Abbildung 3.6 ist die quantitative Auswertung dreier Replikate der Proben mit 1 ug miR-
122m1 und/oder miR-122m2 gezeigt. Graphisch dargestellt sind die DLU der Proben mit nur
einer miRNA bei der Lipofektion, relativ zu den Werten fir die HCV-5"-UTR nach
Hybridisierung mit beiden kompensierenden miRNAs (Abbildung 3.6, B). Darlber hinaus
wurden die durchschnittichen Bandenstarken, resultierend aus der Interaktion der
HCV-IRES mit entweder miR-122m1 oder miR-122m2, addiert (miR-122m1 + miR-122m2)
und mit der Referenzprobe (+ miR-122m1/m2) verglichen (Abbildung 3.6, B). Die quantitative
Auswertung der einzelnen co-IPs zeigt eine hohere Prazipitationsrate in der anti-Ago2-co-IP
durch die Bindung der miR-122m1 an die HCV-RNA als durch die Hybridisierung mit der
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miR-122m2. Interessant ist zudem, dass die bestimmte Menge an extrahierter radioaktiver
HCV-IRES nach Co-Transfektion mit beiden kompensierenden miRNAs 1,5-fach grof3er ist
(p < 0,5) als die Summe der Mittelwerte fir die einzelnen miRNAs. Die Auswertungen
anderer co-IPs mit geringeren miRNA-Konzentrationen zeigen die gleiche Tendenz (nicht
gezeigt).

Dies deutet erstmals auf ein kooperative Bindung der miRNAs an die Erkennungssequenzen
in der HCV-5"-UTR hin. Unklar ist jedoch, welche der miRNA-Bindungsstellen zuerst

gebunden wird und dadurch die Bindung der anderen miRNA stimulieren kénnte.

Fazit: Durch die Quantifizierung der prazipitierten HCV-RNA in der co-IP konnte gezeigt
werden, dass die zweite Bindungsstelle (S2m) deutlich schwacher von der kompensierenden
miRNA gebunden wird als die erste Erkennungssequenz S1m von miR-122m1. Die
berechnete Summe aus den jeweiligen Einzelwerten (miR-122m1 + miR-122m2) ist deutlich
kleiner als die gemessene Signalstarke der radioaktiven RNA nach Co-Transfektion mit
beiden kompensierenden miRNAs. Diese deutet erstmals auf eine kooperative Bindung

beider miRNA/Ago2-Komplexe hin.

3.2.2 Electromobility Shift Assay zur Uberpriifung der Bindungseigenschaften der
jeweils kompensierenden miRNA

Die co-IP lieferte einen ersten Hinweis zur starkeren Bindung von miR-122m1 im Ago2-
Kontext an ihre Erkennungssequenz in der mutierten HCV-5"-UTR. Auch in in vitro-Studien
konnte bereits gezeigt werden, dass zwei Kopien der miR-122 mit unterschiedlichen
Affinitdten an die HCV-5"-UTR hybridisieren ?°°!. Die miRNA-Zielsequenz S2 wird in diesen
Experimenten jedoch starker gebunden als S1.

Um die Affinitaten der miR-122 zur viralen 5°-UTR zu untersuchen und mit den Ergebnissen
der co-IP und den Ergebnissen von Mortimer und Doudna zu vergleichen, wurde ein
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) durchgeflhrt. Das Protokoll wurde jedoch etwas
abgewandelt. In dieser Arbeit wurde radioaktiv markierte HCV-RNA (wt.,oq und mut) mit der
kompensierenden miRNA (miR-122, miR-122m1, miR-122m2) in vitro hybridisiert.

Zur Herstellung des radioaktiven Transkriptes wurde zunachst das entsprechende Fragment
Uber PCR mit einem definierten Ende aus dem Plasmid
pUC18-J6/JFH-1-IRES(my)-S1-HDVrz  amplifiziert. Das DNA-Fragment tragt die
T7-Promotor-Region zur in vitro-Transkription der nachfolgenden 117 nt der HCV-5"-UTR
(inkl. SLII). Die radioaktive wt,,s-HCV-RNA wurde mit steigenden Mengen einzelstrangiger

miR-122 in Anwesenheit von 5mM Mg®" inkubiert und die resultierenden Komplexe
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abschlieRend auf 12 %-igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen mit 6 mM Mg**
aufgetrennt.

In Abbildung 3.7 ist der EMSA nach der Bindung von miR-122 an die wt,,.¢-5-UTR zu sehen.
Das Transkript zeigt bei einer 0,5-fachen molaren Menge des aktiven miR-122-Einzelstrangs
eine erste verzogerte Mobilitat innerhalb des Gels. Nach Zugabe von gleich vielen Molekilen
miR-122 zur HCV-RNA (1 MV) ist diese Verlagerung komplett erfolgt. Dies spricht dafir,
dass die Halfte der miRNA-Bindungsstellen besetzt wurde. Daruber hinaus konnten jedoch
keine weiteren RNA-Banden, trotz erhdhter Mengen miRNA, beobachtet werden. Der
erwartete zweite Shift bei doppelter Molektlanzahl von miR-122 zu HCV-RNA blieb aus.

Die Detektion nur eines Shifts lasst vermuten, dass nur eine Bindungsstelle von der miR-122
gebunden wird, wahrend die Hybridisierung der anderen Erkennungssequenz an die

miR-122 zu schwach ist, um diese beobachten zu kénnen.

Wtyoq HCV 5-UTR 70 (S152) + miR-122

0 0.5 1 1.5 2 3 6 14 MV

.-

Abbildung 3.7: Electrophoretic Mobility Shift Assay der modifizierten Wildtyp-HCV-5"-UTR mit miR-122. Es
wurden 4 pmol eines 117 nt langen radioaktiv markierten HCV-5"-UTR-Fragments (inkl. SLII) mit steigenden
molaren Mengen einzelstrangiger miR-122 hybridisiert. Die Komplexe wurden anschlieRend Uber ein 12 %-iges
nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Autoradiographie detektiert. Die Position der
einzelnen Banden ist Uber Pfeile markiert. MV: Molares Verhaltnis.

Zur Uberpriifung der individuellen Bindungsstarken der miR-122 an die jeweilige Zielsequenz
der HCV-RNA wurde ein EMSA mit der mutierten, radioaktiv markierten 5-UTR und den
kompensierenden miRNAs durchgefuhrt (Abbildung 3.8). Durch Analyse der einzelnen
miRNA-Bindungseffizienz konnte gezeigt werden, dass nur die miR-122m2 an die HCV-RNA
hybridisierte. Dies ist anhand des verzdgerten Laufverhaltens des Transkriptes zu erkennen
(Abbildung 3.8, + miR-122m2, 0,5 und 1 MV). Die Inkubation von miR-122m1 ergab
hingegen keine Veranderung im Laufverhalten der radioaktiven RNA. In nur 1 von 6
Experimenten konnte ein Shift nach Zugabe von doppelt so vielen Molekilen miR-122m1 wie
HCV-RNA beobachtet werden (nicht gezeigt). Nach Zugabe von miR-122m1 und miR-122m2
in einer gemeinsamen Hybridisierungsreaktion mit dem viralen RNA-Fragment konnte
ebenfalls nur ein Shift beobachtet werden (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Electrophoretic Mobility Shift Assay der mutierten HCV-5'-UTR unter Zugabe
verschiedener Nukleinsduren (NA). Fir den EMSA wurden 4 pmol eines mutierten, 117 nt langen radioaktiv
markierten HCV-5"-UTR-Fragments (inkl. SLII) mit steigenden molaren Mengen einzelstrangiger miR-122m1,
miR-122m2 oder locked nucleic acids (LNAm1, LNAmM2) hybridisiert. Die Komplexe wurden anschlieend tber ein
12 %-iges nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Autoradiographie detektiert. Die Position
der einzelnen Banden ist mit Pfeilen markiert. Die daneben befindliche arabische Ziffer gibt die Anzahl der
Verlagerungen innerhalb eines Experimentes an. MV: Molares Verhaltnis.
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Diese Beobachtungen legen nahe, dass die S2m der S1mS2-5"-UTR in vitro starker von der
kompensierenden miRNA gebunden wird und dadurch stabiler ist als die Hybridisierung der
mMiRNA mit S1m.

Die bereits in der co-IP verwendeten LNAs (Kapitel 3.2.1) zur Maskierung der miRNA-
Bindungsstellen in der mutierten 5-UTR wurden als zusatzliche Kontrollen im EMSA
analysiert. Die Inkubation des radioaktiven Transkriptes mit steigenden Mengen LNAs
(LNAmM1, LNAmM2) deutet auf eine Hybridisierung von LNAmM2 an die virale RNA hin
(Abbildung 3.8, + LNAmM2, 0,5 und 1 MV). Fur LNAmM1 kann hingegen nur eine sehr
schwache Bindung mit dem Transkript vermutet werden. Diese ist jedoch erst nach Zugabe
eines deutlichen Uberschusses von LNAm1-Molekilen im Vergleich zur HCV-RNA zu
erkennen (Abbildung 3.8, + LNAm1, 2-4 MV). Diese Bindungsstudien zeigen ahnliche
Affinitdten von LNAmM2 und miR-122m2 sowie von LNAmM1 und miR-122m1 zu den

entsprechenden Erkennungssequenzen in der HCV-5"-UTR.

Fazit: Die EMSAs zeigen, dass eine Bindung an die erste miRNA-Bindungsstelle in der
HCV-5"-UTR nur sehr schwach nachzuweisen ist, wahrend die zweite Erkennungssequenz
der mutierten RNA deutlich starker von der kompensierenden miRNA gebunden wird. Dies
ist ebenso fir die Bindung von miR-122 an S1 und S2 in der wt-RNA zu vermuten. Der
ausbleibende zweite Shift bei der in vitro-Hybridisierung der miRNAs an ihre Zielsequenzen
geht demnach auf eine fehlende Detektion eines ternaren miRNA-5"-UTR-Komplexes
zurtck. Die Experimente mit den LNAs bestarken diese Vermutung. Die Bindung von LNAm1
an S1m ist jedoch, aufgrund der besseren Hybridisierung, eher zu erkennen als diejenige

von miR-122m1 an S1m.

3.2.3 Luciferase-Assay zur Bestimmung der Translationsstimulation durch separat
adressierte miRNA-Bindungsstellen

Fir die HCV-RNA konnte ein Unterschied in der Starke der Bindung der jeweils
kompensierenden miRNA an ihre Zielsequenz in der 5-UTR nachgewiesen werden
(Kapitel 3.2.1.1, Kapitel 3.2.2). Dartber hinaus wurde erstmals eine kooperative Bindung an
die miRNA-Zielsequenzen gezeigt (Kapitel 3.2.1.1). Mithilfe eines Reporter-Assays sollte
anschliefend Uberprift werden, ob der kooperative Effekt ebenfalls bei der Stimulation der
Translation zu beobachten und ob eine der beiden miRNA-Bindungsstellen starker involviert
ist.

Das in dieser Arbeit verwendete Reporter-Konstrukt (pUC18-J6/JFH1-IRES(iu)-hRLuc-3'-

UTR) enthélt die bereits in vorherigen Studien verwendete 5-UTR des chiméaren Virus
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J6/JFH-1 (Subtyp 2a) und einen Teil der Core-kodierenden Sequenz (inkl. Start-Kodon)
(Abbildung 3.9, A; Anhang 6.1.5).

A HCV 5-UTR JC 1Nl
HCV 3°-UTR
VR 3'X
wimed 5
[ ORF3oni | hRLuc ]uzmlNSSBméiéSEﬁ.
uc 3
s3
ITHT* mirR-124
ITHF mir-122
LNA-122
B HCV 5-UTR JC 1
HCV 3°-UTR
VR 3%
mut 5
S1m 82m ORF hRL NS5B ,
|Vl 30nw[ uc ]uzmn el
s3
IHF mir-122
JEHE+ miR-122 mut

2-O'-methylierte Oligos

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der HCV-Reporter-Konstrukte. Gezeigt sind zwei HCV-Reporter-
Konstrukte mit der viralen 5’-UTR, dem Start-Kodon und 30 nt der Core-kodierenden Sequenz des open reading
frame (ORF) sowie 21 nt vom 3°-Ende der viralen NS5B-kodierenden Region mit nachfolgender 3°-UTR. Im ORF
befindet sich das humanisierte Renilla Luciferase- (hRLuc-) Gen. (A) Im Luciferase-Assay wird die modifizierte
Wildtyp- (Wtmoa-) 5-UTR (S1S2) von HCV mit ektopischer miR-122 adressiert. Die miR-124 und das miR-122-
blockierende locked nucleic acid (LNA-122) dienen als Kontrollen. (B) Im Luciferase-Assay wird die mutierte (mut)
5-UTR (S1mS2m) von HCV mit kompensierenden miRNAs adressiert. Die miR-122 und die S1m-/S2m-
blockierenden 2‘-O-methylierten Oligonukleotide dienen als Kontrollen. S3: dritte miR-122-Bindungsstelle der
HCV-3"-UTR.

Als Reporter-Gen wurde die kodierende Sequenz der humanisierten Renilla-Luciferase
(hRluc) im Leseraster eingesetzt. Dieses synthetische Gen wurde hinsichtlich des
Kodon-Vorkommens in der Sequenz so optimiert, dass die Gen-Expression in
eukaryotischen Zellen verbessert ablauft. An das 3°-Ende des Luciferase-Gens wurden 21 nt
der 3’-terminalen NS5B-kodierenden Region und dahinter die 3"-UTR von HCV eingefugt. In
der 3"-UTR befinden sich zur miR-122-seed-Sequenz komplementare Nukleotide. Die zur
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miR-122 komplementdren Abschnitte bilden die dritte Bindungsstelle (S3) in nicht-
kodierenden Bereichen von HCV und wurden u.a. fir Studien der 3'-UTR in dieses Konstrukt
eingefliigt (Dissertation von N. Dinnes, 2016). Dabei paaren die in der miR-122 weiter
3 -orientierten Nukleotide mit dem Stopp-Kodon am Ende des NS5B-ORF und
nachfolgenden Nukleotiden in der 3’-UTR. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit der 3-UTR in HCV-Reporter-Konstrukten flir die IRES-vermittelte
Proteinsynthese entscheidend ist, aber die Adressierung der S3 mit miR-122 keinen

stimulierenden Einfluss hat 1 ™

. Die 3-UTR ist somit zwingend notwendig flir die
Untersuchung der miRNA-Bindungsstellen in der 5-UTR, beeinflusst darlber hinaus aber
nicht die miR-122-abhangigen Ergebnisse.

Die zwei miR-122-Erkennungssequenzen in der 5-UTR wurden wie bereits beschrieben
(Kapitel 3.1.2) mutagenisiert, um diese anschlieRend Uber kompensierende miRNAs separat
adressieren zu kénnen (Abbildung 3.9, B).

Das gewlinschte DNA-Fragment wurde Uber PCR mit entsprechenden Primern amplifiziert,
um ein definiertes 3’-Ende zu generieren und uber die T7-Polymerase in vitro-transkribiert.
Der T7-Promotor befindet sich im Reporter-Konstrukt direkt vor der HCV-5-UTR
(Anhang 6.1.5). Die in vitro-synthetisierte RNA wurde anschlielend zusammen mit miRNAs
in HelLa-Zellen transfiziert (Kapitel 2.2.5.6.2). Um den direkten Effekt der miRNAs auf die
Stimulation der Translation nachzuweisen, wurden dartber hinaus miR-122- (LNA-122) bzw.
S1m/S2m-blockierende 2’-O-methylierte DNA-Oligonukleotide co-transfiziert (Abbildung 3.9).
Zur Normalisierung wurde eine Cap-Nukleotid tragende, polyadenylierte Firefly-Luciferase-
(FLuc-) exprimierende RNA co-transfiziert (Anhang 6.1.4). Nach 9 h post-Elektroporation
wurden die Zellen lysiert und die Reporter-Aktivitaten von hRLuc- und FLuc-Proteinen
gemessen.

Durch das Mitfihren einer Mock-Kontrolle, d.h. elektroporierte Zellen ohne transfizierte
Nukleinsduren, wurden unspezifische Hintergrundsignale ermittelt und von den gemessenen
Reporter-Aktivitaten subtrahiert. Die resultierenden Werte flr hRLuc der einzelnen Proben
wurden auf die jeweilige FLuc-Kontrolle normiert. Die Werte wurden des Weiteren auf die
Probe ohne Zugabe von miRNA (- miR) normiert. Die innerhalb eines Datensets normierten
Werte verschiedener Replikate wurden gemittelt und zur Auswertung graphisch dargestellt
(Abbildung 3.10, Abbildung 3.11).

In Abbildung 3.10 ist die miR-122-abhangige Stimulation der Translation durch die Bindung
an die wty,,-HCV-5"-UTR gezeigt. Im Vergleich zur Probe ohne ektopische miRNA (- miR) ist
eine Steigerung der Proteinsynthese auf das 3-fache erfolgt (+ miR-122). Ein Abfangen der
miR-122 durch Zugabe des LNA-122 bewirkt eine signifikante Reduktion der Reporter-
Aktivitat. Die Co-Transfektion mit miR-124, als Negativkontrolle, zeigte keine Auswirkung auf

die virale Translationsstimulation.
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Bei der Betrachtung der mutierten HCV-IRES nach Adressierung beider miRNA-
Bindungsstellen mit den kompensierenden miRNAs (+ miR-122m1/m2) ist eine deutliche
Steigerung der Translationseffizienz zu beobachten (Abbildung 3.11). Die Stimulation durch
miR-122m1 und miR-122m2 ist dabei um etwa 1,5-fach starker als die Reporter-Aktivitat
nach Bindung der miR-122 an die wty,¢-5"-UTR (vgl. Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11).
Dies deutet darauf hin, dass entweder die RNA-Stabilitat oder aber die Beteiligung einer oder
beider miRNAs an der Translationsstimulation im Vergleich zu miR-122-Bindung im
Wtnoe-HCV erhoht ist. Wird die mutierte HCV-RNA von nur einer artifiziellen miRNA
adressiert, so zeigt sich, dass die miR-122m1 einen signifikant starkeren Einfluss auf die
Stimulation der Translation hat als miR-122m2 (Abbildung 3.11). Die gemessene Reporter-
Aktivitdt nach Bindung der miR-122m2 an die S2m ist in etwa gleichzusetzen mit der
Grundaktivitdt in der viralen Translation ohne die Beteiligung jeglicher miRNA (- miR,
+ miR-122 (Negativkontrolle)).

Der Unterschied zwischen der Summe der separat gemessenen hRLuc-Aktivitaten
(miR-122m1 + miR-122m2) und des ermittelten Wertes fir die Translationseffizienz nach
Adressierung beider miRNA-Bindungsstellen (+ miR-122m1/m2) zeigt auch hier einen
kooperativen Effekt. Die 1,7-fach hdhere Proteinbiosyntheserate ist mit der 1,5-fach héheren

Bindungseffizienz in der co-IP (Kapitel 3.2.1.1) vergleichbar.
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Abbildung 3.11: Luciferase-Assay mit mutiertem HCV-Reporter-Konstrukt. HeLa-Zellen wurden mit einem
RNA-Reporter-Konstrukt, bestehend aus mutierter IRES (S1mS2m), einem humanisierten Renilla Luciferase-
(hRLuc-) Gen, 21 nt der NS5B-kodierenden Region und der 3'-UTR, transfiziert. Darliber hinaus wurden
kompensierende miRNAs (miR-122m1, miR-122m2) und miR-122 (Negativkontrolle) co-transfiziert. Die Werte flr
miR-122m1 und miR-122m2 wurden addiert (miR-122m1 + miR122m2) und mit der Referenzprobe verglichen
(+ miR-122m1/m2). Zur Uberprifung der miRNA-spezifischen Stimulation der Translation wurden zudem S1m-
und S2m-blockierende 2’-O-methylierte Oligonukleotide (anti-S1m, anti-S2m, anti-S1mS2m) hinzugefiigt. Zu jeder
Probe wurde eine Cap-Nukleotid-tragende, polyadenylierte Firefly-Luciferase- (FLuc-) RNA erganzt. Die FLuc-
Werte wurden zur Normalisierung der gemessenen Signale der RLuc-Reporter-Aktivitdt verwendet. Die
normalisierten Werte wurden fiir jede Probe gemittelt und relativ zum Mittelwert von HCV-Reporter-RNA ohne
Zugabe von miRNA (- miR) berechnet. Dieser Wert wurde dafur auf die Relative hRLuc-Aktivitat von ,1% gesetzt.
Der p-Wert wurde mittels studentischem t-Test (* = p < 0.05) ermittelt.

Die in der co-IP und im EMSA verwendeten LNAs (LNAm1 und LNAm2) wurden ebenfalls im
Luciferase-Assay getestet, um einen direkten Einfluss der miRNA-Bindung nachzuweisen
(nicht gezeigt). Nach Bindung der LNAs an S1m und S2m konnte dabei eine deutlich
gesteigerte hRLuc-Aktivitat gemessen werden, im Vergleich zur separaten Adressierung mit
der entsprechend kompensierenden miRNA. Es wurde vermutet, dass aufgrund der
starkeren Hybridisierung dieser speziellen Nukleinsduren an die komplementéaren
Sequenzen die HCV-RNA zusatzlich stabilisiert wurde. Durch den Schutz vor

nukleolytischem Abbau kdnnte es dann indirekt zu einer gesteigerten Translationseffizienz
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kommen. Daher wurden fur die Blockierung der miRNA-Zielsequenzen 2’-O-methylierte
DNA-Oligonukleotide (Oligos) verwendet (Abbildung 3.11). Auch diese Modifikation fuhrt zu
einer erhohten Schmelztemperatur nach Hybridisierung der Oligos an komplementéare
Sequenzen, allerdings ist diese im Vergleich zu LNAs reduziert.

Uber die Hybridisierung von 2‘-O-methylierten Oligos an die S1m und/oder S2m im
Luciferase-Assay konnte bestatigt werden, dass die beobachtete Steigerung in der
Translationseffizienz direkt mit der Hybridisierung der miRNAs an ihre Zielsequenzen
zusammenhangt (Abbildung 3.11). Die separate Bindung der blockierenden Oligos an die
S1m (anti-S1m) oder S2m (anti-S2m) erfolgt dabei nur relativ schwach. Die Blockierung
beider Bindungsstellen durch ein langes Oligo (anti-S1mS2m) war dagegen wesentlich
effektiver und konnte die Aktivitdt der beiden mMiRNA/Ago-Komplexe, die an die

Bindungsstellen S1 und S2 banden, erheblich reduzieren.

Fazit: Mithilfe des Luciferase-Assays konnte eine kooperative Stimulation der Translation
nach Adressierung beider miRNA-Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis, zusammen mit der bereits zuvor beobachteten kooperativen
Bindung der miRNAs nach der co-IP (Kapitel 3.2.1.1), deutet auf eine spezielle
synergistische Funktion der miR-122-Bindungsstellen bei der HCV-Akkumulation hin. Die
Adressierung der ersten miRNA-Zielsequenz (S1m) in der HCV-5'-UTR scheint an der
viralen Translation entscheidend beteiligt zu sein. Ob der stimulierende Effekt auf die
Translation allerdings indirekt durch die Stabilisierung der HCV-RNA oder direkt durch eine
erhdhte Assoziation von Ribosomen an die HCV-IRES "** von den miRNAs beeinflusst wird,

ist noch unklar.

3.2.4 Effekt der separaten Adressierung der miRNA-Bindungsstellen in der
HCV-5"-UTR auf die Stabilitat der RNA

Im Luciferase-Assay konnten Unterschiede in der Translationseffizienz von HCV in
Abhangigkeit der miRNA-Bindung an die 5-UTR detektiert werden (Kapitel 3.2.3). Dabei
zeigte die Adressierung der S1m durch die kompensierende miRNA einen besonders
starken Einfluss auf die Stimulation der Translation (Kapitel 3.2.3, Abbildung 3.11). Um zu
Uberprifen, ob die Differenzen der Reporter-Aktivitaten zwischen den einzelnen Proben mit
Stabilitatsunterschieden der HCV-RNA zusammenhangen und welche der beiden miRNA-
Bindungsstellen mafgeblich vor nukeolytischem Abbau schitzt, wurde ein Ribonuclease
(RNase) Protection Assay (RPA) durchgefihrt. Uber ein radioaktiv markiertes, zur
HCV-5"-UTR komplementares RNA-Fragment (Sonde) wurde die transfizierte HCV-RNA in
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einem Gemisch aus nach der Transfektion re-extrahierter zellularer Total-RNA hybridisiert.
Durch Behandlung der Duplexe mit RNasen wurden danach nicht-hybridisierende Sequenz-
Uberhange degradiert. Es folgte die Préazipitation der restlichen RNA und die Auftrennung
der RNA-Fragmente Uber ein denaturierendes Polyacrylamidgel. AbschlieRend konnte die
HCV-RNA mittels Autoradiographie detektiert werden.

Eine schematische Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Sonden und ihrer
komplementaren geschitzten RNA-Fragmente der HCV-Reporter-RNA und der FLuc-
Kontrolle ist in Abbildung 3.12 gezeigt.

T7

4|:>S1(m s2(m)5-UTR| C hRLuc 3IUTR |

Reporter RNA HCV 5-UTR S1mS2m
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< ' '\
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]
1
\

7
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der im RNase Protection Assay (RPA) verwendeten Sonden
von HCV und FLuc. Die ersten 159 nt der wtmog- und mut-HCV-5"-UTR kdnnen mit der radioaktiv markierten anti-
S1(m)S2(m)-Sonde hybridisieren. Die Uberhénge der Sonde sowie die nicht-paarenden Sequenzabschnitte der
HCV-Reporter-RNA werden wahrend des RPA degradiert. Die Cap-Nukleotid- (m7G-) tragende und
polyadenylierte (poly(A)-) FLuc-RNA wird nur am 5°-Ende (335 nt) durch die anti-Fluc-Sonde im RPA vor RNase-
Verdau geschitzt. Der Rest wird degradiert. T7/SP6: Promotoren; C: Core-kodierende Sequenz; hRLuc:
humanisiertes Renilla-Luciferase-Gen; S1: S1-Aptamer; HDVrz: Hepatitis Delta Virus Ribozyme; Term: T7-
Terminator; m’G: 7-Methylguanosin; FLuc: Firefly-Luciferase-Gen.
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Zur Herstellung der Sonde fir die im Luciferase-Assay verwendeten Reporter-RNAs wurde
das pUC18-J6/JFH1-IRES(yt)-SP6rev-S1-HDVrz-Konstrukt verwendet (Anhang 6.1.6).
Dieses Plasmid basiert auf dem pUC18-J6/JFH1-IRES(;,.t)-S1-HDVrz-Konstrukt, enthalt aber
zusatzlich inmitten der 5-UTR (nach 159 nt) einen SP6-Promotor in gegenlaufiger
Orientierung. Uber PCR wurde zunachst ein spezifisches Ende des Templates fur die anti-
S1(m)S2(m)-Sonden generiert. Die DNA-Fragmente (inkl. SP6-Promotor) wurden
anschlieRend in die SP6-RNA-Poylmerase-abhangige in vitro-Transkription eingesetzt. Die
RNA (274 nt) wurde dabei wahrend der Synthese, wie bereits fur die co-IP beschrieben
(Kapitel 3.2.1), radioaktiv markiert.

Darlber hinaus wurde eine Sonde (454 nt) gegen homologe Sequenzbereiche der FLuc-
Reporter-RNA prapariert. In das Konstrukt pGEM-4Z FLuc-Poly(A) wurde daflir ebenfalls ein
SP6-Promotor so eingefiigt (Anhang 6.1.7), dass spater im RPA 335 nt des 5’-orientierten
Bereichs der co-transfizierten FLuc-Kontrolle detektiert werden kdnnen (Abbildung 3.12).

Der RPA wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefuhrt (Kapitel 2.2.7.2). Dieses
Protokoll entstammt der Dissertation von Y. Song (2006), wurde jedoch hinsichtlich der
Sonden-Reinigung fur diese Arbeit angepasst. So wurden die radioaktiv markierten Sonden
fur die HCV-5'-UTR und FLuc-RNA nach der in vitro-Transkription praparativ aus
denaturierenden Polyacrylamidgelen gereinigt. In einigen Vorversuchen konnten
unspezifische Hintergrundsignale beobachtet werden, die vermutlich auf eine
Ruckhybridisierung der Sonde auf die Template-DNA zurlckzufliihren waren (nicht gezeigt).
Durch die Wahl deutlich langerer PCR-Fragmente (> 1000 bp Sequenz-aufwarts vom
SP6-Promotor) konnte zudem die Trennung von den langeren DNA-Templates in
denaturierenden Gelen und damit die Reinigung des in vitro-Transkriptes optimiert werden

(nicht gezeigt).

Fir den RPA wurden Hela-Zellen wie beim Luciferase-Assay mit HCV-Reporter-RNA,
miRNAs und der FLuc-Reporter-Kontrolle elektroporiert. Die Zellen wurden nach
verschiedenen Zeitpunkten lysiert und die Konzentration an extrahierter, zellularer RNA
(cellular RNA; cRNA) bestimmt. Die Integritat der totalen RNA wurde auf einem Agarosegel
anhand der Integritéat der grof3en ribosomalen RNAs (4718 und 1874 nt) Uberprift (nicht
gezeigt).

Zum Test der quantitativen Analyse der Ziel-RNA in einem Gemisch aus cRNA und zur
Minimierung méglicher unspezifischer Hintergrundsignale durch die Sonde wurden zunéchst
verschiedene Mengen cRNA (1000-0,1 ng; 10-er Potenz) mit bestimmten Mengen
komplementarer Sonde (100-0,1 ng; 10-er Potenz) hybridisiert und mit RNase behandelt.
Fur die Titration wurde die wt,.q-HCV-Reporter-RNA zusammen mit miR-122 und FLuc-RNA

transfiziert und nach 6 h lysiert. Die anti-S1S2- und anti-FLuc-Sonden wurden mit den
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verschiedenen Verdinnungen der cRNA Uber Nacht bei 40 °C hybridisiert. Nach dem
RNase-Verdau wurden die Proben zusammen mit Kontrollansatzen mit Proteinase K
behandelt und Gber Phenol/Chloroform gereinigt. Die RNAs wurden tber Ethanol prazipitiert
und in RNA-Probenpuffer wieder geldost. Die Proben wurden anschlieRend in
denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt (6 % fir HCV-RNA, 4 % fur FLuc).

Das MitfGhren der Sonde, mit (S+) und ohne (S-) RNase-Behandlung, dient zum Nachweis
der RNase-Aktivitat. Als zusatzliche Kontrolle (K) wurde die jeweilige Sonde mit dem reinen
Reporter-Transkript hybridisiert und ebenfalls mit RNase verdaut. Die zu detektierende
FragmentgréRe reprasentiert die maximale Lange einer komplett an ihre Ziel-RNA
hybridisierten Sonde. Zudem sollte zwischen ,K* und ,S-“ ein deutlicher Héhenunterschied
erkennbar sein (eine Differenz von 115 nt fur anti-S1S2 und 119 nt fur anti-FLuc). Um
unspezifische Bindungen der Sonden anti-S1S1 und anti-FLuc mit anderen zellularen RNAs
auszuschlieBen, wurde zudem 1 uyg cRNA einer Mock-Kontrolle in eine
Hybridisierungsreaktion eingesetzt.

In Abbildung 3.13 ist reprasentativ das Ergebnis des Titrations-RPA mit 1 ng und 0,1 ng der
anti-S1S2-Sonde mit einer Verdunnungsreihe der cRNA aus wt,,-HCV-Reporter-

transfizierten Zellen gezeigt.

A B

274 nt W= W

159 nt I—

1 ng 0,1 ng

Abbildung 3.13: Titration der anti-S1S2-Sonde mit re-extrahierter, modifizierter Wildtyp- (Wtmoq-) HCV-
Reporter-RNA. Bestimmung der optimalen Menge radioaktiv markierter anti-wtnog-RNA und zellularer RNA
(cRNA) mit unbekannter Menge wtmos-HCV-Reporter-RNA. Dafiir wurden 1 ng (A) und 0,1 ng (B) der Sonde
jeweils mit einer Verdinnungsreihe von 1000-0,1 ng (10-er Potenz) cRNA getestet. Die Proben wurden Uber
Nacht hybridisiert und anschlieRend mit RNase-A/T1 inkubiert. Die Duplexe wurden anschlieend gereinigt und
Uber 6 %-ige, denaturierende Polyacrylamidgele aufgetrennt. S-: 1:500-Verdiinnung von 1 ng Sonde (274 nt)
ohne RNasen; S+: 1:500-Verdiinnung von 1ng Sonde mit RNasen; K: Kontrolle (159 nt) aus 1 ng Sonde mit
50 ng HCV-Reporter-in vitro-Transkript (1:5-Verdinnung); M: 1 ug cRNA der Mock-Kontrolle mit 1 ng Sonde.
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Es wird deutlich, dass mit geringeren Mengen cRNA, bei gleicher Menge an radioaktiv
markierter Sonde (Abbildung 3.13, A), die detektierte Signalstarke abnimmt. Der schwache
unspezifische Hintergrund verschwindet erst bei einer zusatzlichen Reduktion der Sonden-
Menge von 1 ng auf 0,1 ng (Abbildung 3.13, B). Das starkste Signal resultiert aus der
Hybridisierungsreaktion der anti-S1S2-Sonde mit 1 ug cRNA (Abbildung 3.13, A und B). In
der Probe mit cRNA der Mock-Kontrolle und anti-S1S2-Sonde ist keine Bande zu erkennen
(Abbildung 3.13, A ,M*), was auf eine spezifische Bindung der Sonde an ihre Zielsequenz
(51S2) hindeutet (Abbildung 3.13, Vgl. ,M* mit ,S+“). Die Banden der einzelnen Proben
weisen dieselbe Grofle wie die Bande in der Kontrollprobe auf (Abbildung 3.13, ,K*). Die zur
Sonde komplementare Sequenz in der wt,,.s-HCV-Reporter-RNA scheint demnach komplett
zu hybridisieren. Zwischen den Banden der nativen Sonde (S-) und der geschnittenen
Kontrolle (K) ist ein deutlicher Hohenunterschied zu erkennen. Dies zeigt, Uber die ,S+“-
Kontrolle hinaus, den Erfolg der RNase-Reaktion an. Die Differenz beider Banden liegt bei
115 nt (S-: 274 nt, K: 159 nt).

Die Titration von cRNA mit der anti-FLuc Sonde zeigt den gleichen Trend (nicht gezeigt). Der
Hohenunterschied von ,S-“ zu K, bei maximaler Hybridisierung der Sonde, liegt bei 119 nt
(S-: 454 nt, K: 335 nt).

Aufgrund der reduzierten Hintergrundsignale bei Verwendung von nur 0,1 ng der Sonde und
des zeitgleich starken Signals nach Inkubation mit 1 ug cRNA (Abbildung 3.13, B) wurde
diese Kombination fir nachfolgende RPA-Experimente sowohl fir den Nachweis von

mutierter HCV- als auch FLuc-Reporter-RNA verwendet.

Zur Untersuchung der Integritdt der mutieten HCV-5-UTR in Abhangigkeit von
kompensierenden miRNAs wurden die im Luciferase-Assay verwendeten Proben nochmals
fur den RPA angesetzt (Kapitel 3.2.3, Abbildung 3.11). Dafir wurden beide miRNA-
Bindungsstellen der mutierten HCV-5"-UTR separat und zusammen mit miR122m1 und
miR-122m2 adressiert und die RNA-Integritdt mit der Probe ohne Zugabe ektopischer
miRNA verglichen. Die elektroporierten HeLa-Zellen wurden flr 6 h, 9 h und 24 h ausgesat
und anschlieRend lysiert. Es wurde 1 pg cRNA mit 0,1 ng der jeweiligen Sonde (anti-
S1mS2m, anti-FLuc) hybridisiert. DarUber hinaus wurden die bereits fir die Titration
verwendet Kontrollen (S- S+, K, M) verwendet (Abbildung 3.13).

Das Ergebnis des RPA ist in Abbildung 3.14 dargestellt. Uber einen Zeitraum von 6 h bis
24 h post-Elektroporation (p.e.) ist keine signifikante Reduktion der HCV-5"-UTR-Menge zu
beobachten (Abbildung 3.14, A-C). Erst nach 24 h p.e. ist die Konzentration der
HCV-Reporter-RNA in den Proben minimal gesunken, was durch eine Reduktion der
Bandenstarke angedeutet wird. In wiederholten Experimenten auch mit zusatzlichen Proben

nach 36 h p.e. konnte keine signifikante Reduktion der HCV-RNA-Konzentration in
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HelLa-Zellen in Abhangigkeit einer miRNA beobachtet werden. Lediglich Proben ohne
ektopische miRNA und mit miR-122m1 wiesen gelegentlich eine geringere Bandenstarke der
anti-S1mS2m-Sonde auf (nicht gezeigt). Eine eindeutige Tendenz war jedoch nicht zu
erkennen. Die Bindung einer miRNA scheint demnach die Gesamtstabilitat der eingesetzten
viralen RNA in der Zelle nicht signifikant zu erhéhen.

Aufgrund der gleichbleibenden Signale fir die anti-S1mS2m-Sonde nach 9 h p.e. (ebenso in
Replikaten) kann angenommen werden, dass die im Luciferase-Assay ermittelten
Unterschiede in der Translationseffizienz spezifisch durch die Effekte der jeweiligen miRNAs

auf die Translation und nicht durch Stabilitatsunterschiede induziert wurden.

- + + + o+ -+ + + + Ziel-RNA
- - + -+ - - + - + miR-122m1
A s s+ K _ | | 4 4 S- S+ K _ . . + &+ miR122m2
STant B R | —m 454 nt
| e pe—— ——m 3350t
159 nt B— ey i
B .

W -

% tj{‘,".'"-ll?' V-H_.E‘ai.‘,v, .
mut 5’-UTR hRLuc 3’-UTR FLuc

Abbildung 3.14: RNase Protection Assay (RPA). Zellulare RNA von HelLa-Zellen, transfiziert mit mutierter (mut)
HCV-Reporter-RNA, wurde nach 6 h (A), 9 h (B) und 24 h (C) extrahiert, gereinigt und im RPA analysiert. Die
Detektion der HCV-RNA erfolgte Uber die Hybridisierung von 1 pg zellularer RNA mit 0,1 ng einer [q-32P]-UTP-
markierten, komplementédren anti-S1mS2m-Sonde. Als Kontrolle wurde die anti-FLuc-Kontrolle mitgeflihrt. Die
Halfte der nach dem RPA gelésten RNA wurde auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel (6 %-ig fir
anti-S1mS2m, 4 %-ig fur anti-FLuc) aufgetragen und die Banden nach Autoradiographie detektiert.
S-: 1:300-Verdinnung von 1 ng Sonde (274 nt anti-S1mS2m, 454 nt anti-FLuc) ohne RNasen;
S+: 1:300-Verdlnnung von 1 ng Sonde mit RNasen; K: Kontrolle (159 nt anti-S1m2m, 335 nt anti-FLuc) aus 1 ng
Sonde mit 50 ng HCV-Reporter-in vitro-Transkript (1:20-Verdiinnung); M: 1 ug cRNA der Mock Kontrolle mit 1 ng
Sonde. ,+“: co-transfizierte Nukleinsaure. ,-“: ohne entsprechende Nukleinsaure.
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3.2.41 Untersuchung der 5-Integritat transfizierter HCV-RNA nach separater
Adressierung der miRNA-Bindungsstellen

Auf den Polyacrylamidgelen des RPA konnten nur minimale Unterschiede in der Menge an
hybridisierter anti-S1mS2m-Sonde und damit indirekt keine eindeutige Reduktion der
Konzentration viraler Reporter-RNA nachgewiesen werden. Zudem wurden keine grof3en
Langen-Differenzen der HCV-5"-UTR im Vergleich zur Kontrolle (K) detektiert (Abbildung
3.14). Um zu Uberprifen, ob die Adressierung einer oder beider
miRNA-Erkennungssequenzen entscheidend am Schutz vor dem Abbau nur weniger
Nukleotide am 5°-Ende beteiligt ist, wurde 2 der Gesamtprobe (Kapitel 3.2.4) auf ein
12 %-iges denaturierendes Polyacrylamidgel beladen (Sequenziergel, 40 cm Lange). Durch
das engporige Geflecht und die Lange des Gels kann bereits der Verlust einzelner
Nukleotide als GréRenunterschied beobachtet werden.

In Abbildung 3.15 sind die Sequenziergele der Proben verschiedener Zeitpunkte
zusammengeflgt.

Sowohl zwischen den Proben innerhalb eines Zeitpunktes als auch Uber die Zeitpunkte
hinaus kénnen keine Langenunterschiede der anti-S1mS2m-Sonde beobachtet werden. Dies
ist am homogenen Bandenmuster der Kontrolle (K) und der einzelnen Proben zu erkennen.
Die grof’e Anzahl an Abbau-Banden unter der reprasentativen anti-S1mS2m/5°-UTR-Duplex-
Bande macht es schwer, minimale GroéRenunterschiede zu erkennen. Allerdings ist das
jeweils starkste Bandensignal der Proben und das der Kontrolle auf gleicher Hohe, sodass
ein miRNA-spezifischer Langenunterschied der viralen 5-UTR nicht ersichtlich ist. Einen
deutlichen Unterschied in der HCV-Reporter-RNA-Konzentration konnte auf den
Sequenziergelen ebenfalls nicht beobachtet werden (vgl. Abbildung 3.14 und
Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Analyse der Proben aus dem RNase Protection Assay (RPA) auf einem Sequenziergel.
Zur Bestimmung der relativen Lange des detektierten mut-HCV-5"-UTR-Fragments wurde %2 der Proben aus dem
RPA auf ein 12 %-iges denaturierendes und 40 cm langes Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Banden wurden
Uber Nacht (~ 22 h) bei 800 V voneinander getrennt. Die getrockneten Gele mit den Proben nach 6 h (A), 9 h (B)
und 24 h (C) post-Elektroporation (p.e.) wurden auf Phosphorimager screens aufgelegt und die mut-HCV-
Reporter-RNA nach Autoradiographie indirekt detektiert. Die Proben wurden 2 Tage lang exponiert.
S-: 1:300-Verdinnung von 1 ng Sonde (274 nt) ohne RNasen; S+: 1:300-Verdiinnung von 1 ng Sonde mit
RNasen; K: Kontrolle (159 nt) aus 1 ng Sonde mit 50 ng HCV-Reporter-in vitro-Transkript (1:20-Verdinnung);
M: 1 ug cRNA der Mock-Kontrolle mit 1 ng Sonde. ,+“ co-transfizierte Nukleinséure. ,-“: ohne angegebene
Nukleinsaure.

Fazit: Bei der Untersuchung der Integritat der mut-HCV-Reporter-RNA wurde beobachtet,
dass die Stabilitat der viralen RNA eines HCV-Minimalkonstrukts nicht ausschlaggebend von
der Adressierung mit kompensierenden miRNAs abhangig ist. Es kommt lediglich zu einer
minimalen Reduktion der ungebundenen HCV-RNA (24 h-36 h p.e). Dabei kommt es zu
einem kompletten nukleolytischen Abbau der 5-UTR und nicht nur zu einem Verlust
einzelner Nukleotide. Ein kooperativer Effekt auf die Stabilisierung von HCV konnte nicht
nachgewiesen werden.

Die gemessenen Reporter-Aktivitaten im Luciferase-Assay (hRLuc und FLuc) wurden von

der Integritat viralen RNA nicht beeinflusst (9 h p.e.).
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3.3 Herstellung einer mutierten HCV-5-UTR mit jeweils nur einer mutierten
miR-122-Bindungsstelle

Wahrend der Studien zur Untersuchung der individuellen  Funktion der
miR-122-Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR wurde deutlich, dass es eine unterschiedliche
Beteiligung von adressierter S1m und S2m der mutierten IRES-Sequenz an der
HCV-Akkumulation gibt. In Translationsstudien konnte ein starkerer Einfluss durch die
miR-122m1-hybridisierte S1m nachgewiesen werden als durch den
S2m/miR-122m2-Komplex (Kapitel 3.2.3). Zudem wurde in der co-IP eine starkere
Ago2-miR-122m1-Bindung nachgewiesen (Kapitel 3.2.1.1).

Im Vergleich von wt;,,4- und mut-HCV-RNA im Reporter-Assay konnte jedoch eine deutlich
groliere Steigerung der Proteinbiosynthese nach Adressierung von S1mS2m beobachtet
werden (Kapitel 3.2.3, Abbildung 3.10, Abbildung 3.11). Dies lasst vermuten, dass die
Bindung zwischen mutierter RNA und kompensierenden miRNAs anders ist als jene im
miR-122/S1S2-Komplex.

Beim Design der Mutationen in der HCV-5"-UTR und der kompensierenden miRNAs wurde
die Bindung von miR-122m1 an S1m um ein Nukleotid verstarkt und das erste Nukleotid der
5°-UTR optimiert, um den reduzierten GC-Gehalt des Duplex auszugleichen (Kapitel 3.1.1,
Abbildung 3.3). Bei der zweiten miRNA-Bindungsstelle S2m konnte jedoch eine Reduktion
des GC-Gehalts nicht durch zusatzlich paarende Sequenzabschnitte kompensiert werden.
So kann es sein, dass, im Vergleich zu miR-122 an S2, die S2m eine deutlich schwachere
Bindung an die miR-122m2 in der co-IP aufweist und dadurch nur einen minimalen Beitrag
bei der Stimulation der viralen Translation leistet.

Um sicherzugehen, dass die bisher beobachteten Unterschiede der beiden
miRNA-Erkennungssequenzen der mut-HCV-RNA die Funktionen von S1 und S2 im Wildtyp
wiederspiegeln und dass die Ausmale der ermittelten kooperativen Effekte ahnlich sind,
wurden Einzelmutanten hergestellt. Dabei ist jeweils nur eine der beiden
miR-122-Bindungsstellen mutiert, wahrend die jeweils andere aber in der Wildtyp-Sequenz
vorliegt. Die jeweils native miR-122-Bindungsstelle der einzeln mutierten HCV-5"-UTR sollte
anschlieRend erneut in der co-IP hinsichtlich ihrer Bindungsstarke im Ago2-Kontext sowie im
Luciferase-Assay zur Untersuchung der Translationseffizienz Uberprift werden.

Aufgrund  der  bisherigen  Strukturanalysen der geplanten  Mutationen  der
miRNA-Bindungsstellen (Kapitel 3.1.1, Abbildung 3.2) wurde folgende Faltung der einzeln
mutierten (S1S2m, S1mS2) Sequenzen angenommen und die Bindungsschemata der

kompensierenden miRNAs erstellt (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der einzeln mutierten HCV-5-UTRs mit den ihren
kompensierenden miRNAs. Die mit der miR-122 (griin) paarenden Sequenzen der HCV-RNA sind in rot (S1)
und blau (S2) dargestellt. Mutierte Nukleotide der einzelnen Erkennungssequenzen sind orange markiert (S1m,
S2m). Unter den zur seed-Sequenz 3’-orientierten zusatzlich bindenden Nukleotiden (Position (P) 15-17) der
miR-122 wurde die Bindung der kompensierenden miR-122m1 um ein Nukleotid (nt) erweitert (P14) und die
Bindung eines anderen nt optimiert (P17) (hellgrin).

3.4 Charakterisierung der einzeln mutierten Bindungsstellen in der HCV-5"-UTR

3.4.1 Anti-Ago2-RNA-co-IP zur Bestimmung der Effizienz der Bindung von miR-122
an die Erkennungssequenzen der einzeln mutierten HCV-5"-UTR

In der hier vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die anti-Ago2-RNA-co-IP
eine geeignete Methode ist, um die Bindung von miRNAs an die HCV-RNA nachzuweisen
(Kapitel 3.2.1). Fur die Uberpriifung der miR-122-Hybridisierung an nur eine der zwei
Erkennungssequenzen in der HCV-5"-UTR wurden die beschriebenen Einzelmutationen
(Abbildung 3.16) im Plasmid pUC18-J6/JFH-1-IRES-S1-HDVrz Uber die bereits
beschriebene Ziel-gerichtete Mutagenese (Kapitel 3.1.2) eingefligt. Die resultierenden
Plasmide pUC18-J6/JFH-1-IRESs;,-S1-HDVrz und pUC18-J6/JFH-1-IRESg,-S1-HDVrz
dienten als Templates fir die Amplifizierung definierter 5’-UTR-Sequenzen, die anschlielend
in vitro transkribiert und radioaktiv markiert wurden (Kapitel 3.2.1). Die Ago2-abhangige co-IP

wurde wie zuvor beschrieben durchgefihrt (Kapitel 3.2.1). Da gezeigt wurde, dass 1 ug
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miRNA-Duplex ausreicht, um die Proben zeitgleich detektieren und quantitativ auswerten zu
kénnen, wurde das Protokoll entsprechend angepasst (Kapitel 3.2.1.1).

In Abbildung 3.17 ist das Ergebnis der co-IP mit separat adressierten
miR-122-Bindungsstellen gezeigt. In dieser Abbildung ist zu erkennen, dass die Bindung der
miR-122 an S1 (Abbildung 3.17, A3) im Vergleich zur Hybridisierung von miR-122m1 an
S1m (Kapitel 3.2.1, Abbildung 3.4, B6) deutlich reduziert ist. Die Intensitaten der Banden von
adressierter S1 und S2m (Abbildung 3.17, A3, A5) verhalten sich dabei umgekehrt
zueinander als in den Proben mit miRNA-hybridisierter S1m und S2m (Kapitel 3.2.1.1,
Abbildung 3.6, A3, A5). Dieses Ergebnis konnte in einem wiederholten Experiment mit der
S1S2m-Einzelmutante bestatigt werden (nicht gezeigt). Das Verhaltnis der Bandenstarke
von S1m und S2 (Abbildung 3.17, C3, C5), nach Adressierung mit ihren kompensierenden
miRNAs, ist dagegen mit dem zuvor beobachteten Trend vergleichbar (Kapitel 3.2.1.1,
Abbildung 3.6, A3, A5). Aufgrund der Anpassung der Hybridisierung der miR-122m1 an S1m,
analog zur miR-122 an ihre Zielsequenz S1 (Kapitel 3.1.1, Abbildung 3.3) war eine reduzierte
miR-122-Ago2-abhangige Prazipitation der HCV-IRES nicht zu erwarten. Wenn Uberhaupt
ware eine schlechtere Bindung und damit ein schwacheres Bandensignal nach Adressierung
von S2m mit miR-122m2 (Kapitel 3.2.1, Abbildung 3.4, B7) im Vergleich zu S2-gebundener
miR-122 (Abbildung 3.17, B3, B5) zu erwarten gewesen. Bei der Hybridisierung von
miR-122m2 an S2m konnte der GC-Gehalt namlich nicht dem miR-122/S2-Komplex
angepasst werden (Kapitel 3.1.1, Abbildung 3.3). Zu vermuten war, dass die Faltung der
HCV-5"-UTR (S1S2m) durch die Einzelmutation und dadurch die Zuganglichkeit der
miR-122-Bindung an die S1 negativ beeinflusst wurde. Um diese Hypothese zu Uberprifen,

wurden die Strukturen der Einzelmutanten in silico Uberprift (Kapitel 3.4.2).
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Abbildung 3.17: Anti-Ago2-RNA-co-IP mit einzeln mutierter (81S2m, S1mS2) HCV-5"-UTR. HelLa-Zellen
wurden mit 1 yg radioaktiv markierter HCV-RNA, mit einer Ladnge von 363 nt, zusammen mit miRNAs transfiziert.
6 h post-Transfektion wurden die Zellen lysiert, wovon 10 % als Input-Kontrolle verwendet wurde (Input; A, C).
Das restliche Lysat wurde in der anti-Ago2-Immunprazipitation verwendet. Nach dem Waschen der zur
Prazipitation verwendeten magnetischen Beads wurden 10 % fir Western Blot Analysen verwendet (B, D). Die
co-prazipitierte RNA wurde zusammen mit der Input-Kontrolle gereinigt und prazipitiert. Die RNA-Proben wurden
auf 6 %-igen Polyacrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt (A, C). Gereinigtes Transkript
wurde als Marker fir die RNA-Integritdt mitgefiihrt (1). Die Gele wurden getrocknet und die RNA Uber
Autoradiographie detektiert.
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3.4.2 In silico-Strukturanalysen der separat mutieren HCV-5"-UTR

Um die Faltung der HCV-5"-UTR nach separater Mutation der miR-122-Bindungsstelllen
(51S2m und S1mS2) zu Uberprifen, wurde die Strukturbildung der ersten 117 nt (inkl. SLII)
der Einzelmutanten in silico Uberprift. Die Parameter des Programms RNAfold entsprechen

denen aus Kapitel 3.1.1. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.18 dargestellt.

A
|
, S2m
5
S1
|
B
|
; S2
5
S1m

Abbildung 3.18: Modell der Faltung von separat mutierter HCV-5"-UTR. Links: Schematische Darstellung der
vermuteten Faltung der einzeln mutierten 5-UTRs (A) S1S2m und (B) S1mS2. Die miR-122-
Erkennungssequenzen sind rot (S1) und blau (S2) dargestellt, wahrend die mutierten Target-Sequenzen (S1m,
S2m) orange markiert sind. Rechts: In silico-Faltung der Nukleotide 1-117 (inkl. SLII) der jeweiligen 5 -UTR. In
gelb und orange markiert sind die miRNA-Bindungsstellen der jeweils einzeln mutierten HCV-5"-UTR. Der Pfeil
deutet auf eine zusatzliche Strukturbildung zwischen SLI und SLII der 5-UTR Sequenz von S1S2m hin. Die
Farben zeigen in einzelstrangigen Bereichen die Wahrscheinlichkeit fir die Einzelstrangbildung an, wahrend in
hybridisierenden Bereichen die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung eines Doppelstrangs gegeben ist. Das
Programm zur Faltung der RNA wurde online zur Verfigung gestellt (http:/rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi). Die Darstellung dieser Faltung erfolgte iber das frei zugangliche Programm VARNAv3-93 (21]
und Uber den wahlbaren Vienna Farbcode wurde die Paarungs-und Einzelstrangwahrscheinlichkeit entsprechend
der RNAfold-Ausgabe farblich kodiert.
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Fir die Einzelmutante S1mS2 (Abbildung 3.18, B) konnte die zur Doppelmutante und
wt-5"-UTR (Abbildung 3.2) homologe Faltung von SLI und SLIl nachgewiesen werden.
Dagegen wurde fir die Mutante S1S2m mit der wt,.q-Erkennungssequenz S1 eine
zusatzliche Haarnadelstruktur hinter SLI postuliert (Abbildung 3.18, A). Die erste
Bindungsstelle (S1) der miR-122-seed-Sequenz bildet dabei den linken Teil dieser Struktur,
wahrend die weiter 5 -orientierten Nukleotide der S2m gegenlber der wt-Target-Sequenz
den rechten Bereich bilden.

Die beobachtete reduzierte Bindung von miR-122 an S1 (Abbildung 3.17, A3) konnte
demnach auf die sterische Hinderung durch die zusatzliche Faltung zwischen SLI und SLII
der S2-mutierten HCV-5"-UTR zurlckzufuhren sein.

Aufgrund der Strukturanalysen ist die Einzelmutante S1S2m fir weitere Studien demnach
zur Charakterisierung der ersten miR-122-Bindungsstelle in der HCV-5"-UTR unbrauchbar.
Lediglich die Mutante S1mS2 wurde fur nachfolgende Experimente untersucht und mit den

bisherigen Ergebnissen fur die S2m der Doppelmutante verglichen.

3.4.3 Bestimmung der Bindungseffizienz der zweiten adressierten
miR-122-Bindungsstelle S2 mittels co-IP

Aufgrund der Strukturanalysen (Kapitel 3.4.2) wurden zur Quantifizierung der Signalstarke,
der in der co-IP prazipitierten, radioaktiv markierten HCV-IRES nur die Ergebnisse der
S1mS2-Einzelmutante verwendet. Die Auswertung der co-IP-Daten wurde wie bereits fur die
Doppelmutante beschrieben durchgeflhrt (Kapitel 3.2.1.1). Es wurden ebenfalls die
Bandenstarken fur drei Replikate mit 1 pyg der jeweiligen miRNA (miR-122m1, miR-122)
quantifiziert und statistisch ausgewertet. Wie in Abbildung 3.19 zu erkennen ist, ist erneut
eine geringere Menge an co-prazipitierter S1mS2-HCV-IRES in der Probe mit miR-122 an
S2 zu beobachten als nach Bindung von miR-122m1 an S1m (Abbildung 3.19, B3, B5).
Diese Differenz in der Affinitdt der miRNA an die jeweilige Erkennungssequenz konnte
bereits fur die Doppelmutante gezeigt werden (Kapitel 3.2.1.1, Abbildung 3.6, A3, A5).

Bei der Quantifizierung der Bandensignale der einzelnen Proben konnte diese Beobachtung
bestatigt werden (Abbildung 3.19, C). Die Verhaltnisse der relativen DLU von miR-122m1 zu
miR-122 und miR-122m1 zu miR-122m2 (Kapitel 3.2.1.1, Abbildung 3.6, B) sind dabei sehr
ahnlich (1,5 x S1Tm > S2 vs. 1,9 x STm > S2m). Der Unterschied zwischen den separat
adressierten miRNA-Zielsequenzen, S1m und S2, ist jedoch nicht signifikant. Zudem konnte
keine kooperative Bindung nach Adressierung der Einzelmutante S1mS2 mit beiden
artifiziellen miRNAs nachgewiesen werden. Die Summe der Mittelwerte fur miR-122m1 und

miR-122 ist etwa doppelt so grol3 wie die relativen DLU der gemeinsam hybridisierten
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S1mS2-RNA (Abbildung 3.19, C, vgl. “+ miR-122/m1“ mit “miR-122m1 + 122%). Gleiches

Ergebnis konnte fur die Auswertungen der co-IPs mit 0,3 pyg miRNAs beobachtet werden

(nicht gezeigt).
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Abbildung 3.19: Effizienz der Bindung der miRNA an ihre Erkennungssequenzen in der einzeln mutierten
HCV-5-UTR. (A) Uberblick lber die untersuchte wt-miR-122-Bindungsstelle (S2) in der 5-UTR von HCV.
(B) Anti-Ago2-RNA-co-IP mit radioaktiv markierter, einzeln mutierter HCV-IRES (IRES3s3nt S1TmMS2) und 1 ug
co-transfizierten miRNAs. Die miR-124 diente als Negativkontrolle und zum Auffiillen der miRNA-Menge bei der
Transfektion auf 3 pg Total-miRNA. 6 h post-Transfektion wurden die Zellen lysiert: 10 % Lysat als Input-Kontrolle
(Input), 90 % fir die anti-Ago2-Immunprazipitation. Nach dem Waschen der magnetischen Beads wurden 10 %
fir Western Blot-Analysen verwendet (Ago2). Die co-prazipitierte RNA wurde zusammen mit der Input-Kontrolle
gereinigt und préazipitiert. Die RNA-Proben wurden in 6 %-igen denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt.
Das Transkript wurde als Marker fiir die RNA-Integritat mitgefiihrt (1). Die RNA wurde Uber Autoradiographie
detektiert. ,+“ —,+++“ 1 ug—3 pg MiRNA. (C) Quantitative Auswertung der Autoradiographie von drei co-IPs mit je
1 pg miRNA. Zur Bestimmung der Signalstarke wurden mit Hilfe der OptiQuantT'vI Software die Digital Light Untis
(DLU) berechnet. Die Werte der Proben wurden auf die Input-Kontrollen normalisiert. Die berechneten Signale flr
die Proben mit beiden kompensierenden miRNAs wurden anschliefend auf ,1“ gesetzt und die Werte der
anderen Proben relativ dazu berechnet. Die Einzelwerte fir miR-122m1 und miR-122 wurden addiert
(miR-122m1 + miR122m2) und mit der Referenzprobe verglichen (+ miR-122m1/m2). Der p-Wert wurde mittels
studentischem t-Test (* = p < 0.05) ermittelt.
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Die zuvor bestatigte kooperative Bindung (Kapitel 3.2.1.1, Abbildung 3.6, B) konnte demnach
nicht bestatigt werden.

Allerdings waren die normierten und gemittelten Werte fir die separate Hybridisierung von
miR-122m1 und miR-122 an die prazipitierte HCV-Einzelmutante deutlich héher als flir die
virale S1TmS2m-RNA (vgl. Abbildung 3.19, C mit Kapitel 3.2.1.1, Abbildung 3.6, B). Somit
ware zu vermuten, dass die Bindung der einzelnen und beiden miRNAs an die separat

mutierte STMS2-RNA im Vergleich zur Adressierung der Doppelmutante deutlich starker ist.

Fazit: Wahrend der Untersuchungen der miR-122-Bindungsstellen der Einzelmutanten von
HCV wurde festgestellt, dass die Struktur der 5-UTR im HCV-Konstrukt S1S2m durch die
Mutation der zweiten miRNA-Bindungsstelle verandert wurde. Die Bildung einer zusatzlichen
Haarnadelstruktur fiihrte zu einer sterischen Hinderung bei der Hybridisierung von miR-122
an die S1, wodurch es in der co-IP zu einer deutlich reduzierten Prazipitation der HCV-RNA
kam. Die erste miR-122-Bindungsstelle konnte somit in der Wildtyp-Form im Zusammenhang
mit der zweiten mutierten Bindungsstelle nicht weiter analysiert werden. Die
Charakterisierung der zweiten miR-122-Erkennungssequenz hingegen zeigte deutlich, dass
die Bindung an die S2 sowohl in der S1mS2-Einzelmutante als auch in der S1TmS2m-
Doppelmutante schwacher ist als die Bindung der miR-122m1 an die erste Zielsequenz.
Demnach ist zu vermuten, dass fur die Adressierung der S1 durch miR-122 in einer korrekt
gefalteten 5°-UTR eine ahnliche Differenz zu beobachten ware. Die Bindungsart der miRNAs
an die S1TmS2-RNA war jedoch additiv und konnte die fur die Doppelmutante nachgewiesene

kooperative Bindung der artifiziellen miRNAs nicht bestatigen.

3.4.4 Bestimmung der Translationseffizienz bei separater Adressierung der ersten
und zweiten Erkennungssequenz der HCV-5"-UTR durch miR-122

Um zu dberprifen, ob sich die additive Bindung beider artifizieller miRNAs an die
S1mS2-5"-UTR auch in einer additiven Stimulation der viralen Translation duf3ert oder aber
die expositionsabhangige Quantifizierung der co-IP-Ergebnisse zu falsch negativen
Ergebnissen flhrte, wurde ein Luciferase-Assay durchgefuhrt. Dafiir wurde zunachst die
einzelne Mutation in der ersten miRNA-Bindungsstelle in das bereits beschriebene Reporter-
Konstrukt Gber Mutagenese eingefligt (Kapitel 3.2.3). Aufgrund der verbleibenden miR-122-
Erkennungssequenz in der HCV-5-UTR wurde zudem die S3 des Konstruktes mutiert
(Abbildung 3.20), um eine zusatzliche Bindung der ektopischen miR-122 an die 3"-UTR zu

verhindern (Dissertation N. Diinnes, 2016).
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Die mutierte Bindungsstelle S3m wurde ebenso im wt,g- und im HCV-Reporter-Konstrukt
mit S1mS2m eingefigt, um die Ergebnisse des Translationsassays mit dem der
Einzelmutante direkt vergleichen zu kénnen. Dabei sollte auch der Effekt nach Adressierung

der zweiten miRNA-Bindungsstelle zwischen den verschiedenen Konstrukten verglichen

werden.
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Abbildung 3.20:Schematische Darstellung der HCV-Reporter-Konstrukte mit Einzelmutanten. Gezeigt sind
die HCV-Reporter-Konstrukte mit der viralen 5-UTR inklusive Start-Kodon und 30 nt der Core-kodierenden
Sequenz des open reading frame (ORF) sowie 21 nt des 3’-Endes der NS5B-kodierenden Region mit
nachfolgender 3°-UTR. Im ORF befindet sich das humanisierte Renilla-Luciferase-Gen. Orange markiert sind die
mutierten miRNA-Bindungsstellen in der 5°- und 3°-UTR, wahrend die miR-122-Erkennungssequenzen grau
dargestellt sind. Im Luciferase-Assay werden die modifizierte Wildtyp- (Wtmoa-) und mutierten (mut-) 5-UTRs
(S1S2, S1mS2m, S1S2m, S1mS2) von HCV mit kompensierenden miRNAs (miR-122, miR-122 mut) adressiert.
S3m: mutierte, dritte miR-122-Bindungsstelle der HCV-UTRs (3'-UTR).

Zur Uberprifung der Hypothese, dass die veranderte Struktur der 5-UTR der S1S2m-
Einzelmutante die Bindung der miR-122 an S1 reduziert und damit auch eine reduzierende
Wirkung auf die Proteinbiosynthese hat, wurde diese ebenfalls als Reporter-RNA in
HelLa-Zellen transfiziert (Abbildung 3.20). Fir die Messung der Reporter-Aktivitaten
verschiedener 5°-UTRs, gebunden an artifizielle miRNA/Ago2-Komplexe, wurde der
Luciferase-Assay wie bereits beschrieben durchgefihrt (Kapitel 3.2.3).

Die Ergebnisse der gemessenen Reporter-Aktivtaten flr die verschiedenen Konstrukte nach
Co-Transfektion mit der jeweils kompensierenden miRNA oder in Kombination sind in
Abbildung 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Luciferase-Assay mit modifiziertem Wildtyp- und mutierten HCV-Reporter-Konstrukten.
HelLa-Zellen wurden mit einem RNA-Reporter-Konstrukt, bestehend aus wtmea- (S1S2) oder mutierter
(S1(m)S2(m)) 5°-UTR, einem humanisierten Renilla-Luciferase- (hRLuc-) Gen, 21 nt der NS5B-kodierenden
Region und der mutierten 3°-UTR, transfiziert. Darliber hinaus wurden kompensierende miRNAs co-transfiziert.
Zu jeder Probe wurde eine Cap-Nukleotid tragende, polyadenylierte Firefly-Luciferase- (FLuc-) RNA erganzt. Die
FLuc-Werte wurden zur Normalisierung der gemessenen Signale der RLuc-Reporter-Aktivitdt verwendet. Die
normalisierten Werte fiir jede Probe wurden gemittelt und relativ zum Mittelwert von HCV-Reporter-RNA ohne
Zugabe von miRNA (- miR) berechnet (Relative hRLuc-Aktivitdt = ,1“). Die Werte der Proben mit separat
adressierten miRNA-Bindungsstellen wurden addiert (miR-122(m1) + miR122(m2)) und mit der Referenzprobe
verglichen (+ miR-122(m1)/(m2)). Der p-Wert wurde mittels studentischem t-Test (* = p < 0.05) ermittelt.

Die starkere Beteiligung von S1 an der Stimulation der Translation ist sowohl nach
Adressierung der Bindungsstelle in der Einzelmutante S1mS2 als auch fur das Reporter-
Konstrukt S1mS2m zu beobachten. Dieser Effekt ist auf eine starkere Bindung der
miR-122m1 an S1m zurlckzufihren (Kapitel 3.2.1.1, Abbildung 3.6, B; Kapitel 3.4.3,
Abbildung 3.19, C). Die Hybridisierung von miR-122 an S1 der S1S2m-Reporter-RNA ist
jedoch im Vergleich zum Ago2/miR-122m2/S2m-Komplex reduziert (Kapitel 3.4.2, Abbildung
3.18, A), was bereits in co-IP-Studien gezeigt werden konnte (Kapitel 3.4.1, Abbildung 3.17,
A3). So kann der starkere Effekt der adressierten S1m fur die native Erkennungssequenz

nicht bestatigt werden. Im Luciferase-Assay zeigt diese Erkennungssequenz in Abhangigkeit
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der miR-122 ebenfalls einen reduzierten Einfluss im Vergleich zur Mutante (Abbildung 3.21),
obwohl die Affinitdt der wt-miRNA im Vergleich zur miR-122m1 erhéht sein sollte (Kapitel
3.1.1, Abbildung 3.3).

Die Beteiligung der zweiten miRNA-Zielsequenz an der Initiation der Proteinbiosynthese ist
im Vergleich zur ersten Bindungsstelle gering (Abbildung 3.21, S1mS2, S1mS2m). Da die
Tendenz der Reporter-Aktivitdten von adressierter STm und S2m mit der von S1m und S2
vergleichbar ist, kann fur die Reporter-RNA mit S1S2m ein ahnlicher Effekt erwartet werden
(Abbildung 3.21). Das geringere Signal nach Hybridisierung der miR-122m2 an S2m der
HCV-Doppelmutante, im Vergleich zur Intensitdt der Luciferase-Expression der
Einzelmutante S1mS2 nach Bindung von miR-122 an S2, ist vermutlich auf den reduzierten
GC-Gehalt (Kapitel 3.1.1, Abbildung 3.3) und damit schwachere Bindung der mutierten
miR-122 an ihre Zielsequenz zuruckzufihren. Somit konnte fur die erste miR-122-
Bindungsstelle angenommen werden, dass diese etwas starker von der miRNA adressiert
wird als S1m durch miR-122m1.

Der Effekt der jeweils separaten Adressierung beider miRNA-Bindungsstellen auf die
Proteinbiosynthese ist in der HCV-IRES von S1mS2 starker als fiir die Reporter-RNA
S1mS2m (Abbildung 3.21). Diese Tendenz konnte bereits in der Bindungsstarke der
artifiziellen miRNAs der verschiedenen, mutierten RNAs gezeigt werden (Kapitel 3.2.1.1,
Abbildung 3.6, B; Kapitel 3.4.3, Abbildung 3.19, C). Die synergistische Hybridisierung beider
miRNAs an S1mS2 zeigt jedoch, entgegen der in der co-IP nachgewiesenen additiven
Bindung (Kapitel 3.4.3, Abbildung 3.19, C), einen signifikant kooperativen Effekt auf die
Stimulation der HCV-Translation (Abbildung 3.21). Dieser ist im Vergleich zur Adressierung
der doppelt-mutierten HCV-5"-UTR und trotz erhdhter Reporter-Aktivitdten fir separat
adressierte Bindungsstellen etwas niedriger (Abbildung 3.21, vgl. STmS2 und S1mS2m).
Aufgrund der zur Doppelmutante homologen Ergebnisse fur die Stimulation der Translation
und die bereits nachgewiesene kooperative Bindung beider miRNAs an S1mS2m (Kapitel
3.2.1.1, Abbildung 3.6, B), ist die observierte additive Bindungsstarke in der STmS2-RNA
(Kapitel 3.4.3, Abbildung 3.19, C) vermutlich ein falsch-negatives Ergebnis. Diese Vermutung
kann jedoch weder bestatigt noch widerlegt werden, da die S1S2m-Mutante wegen der
differenziellen Faltung in der co-IP nicht sinnvoll charakterisiert verwendet werden konnte.
Durch die zeitliche Begrenzung der hier vorliegenden Arbeit war eine separate Untersuchung
der RNA-Stabilitdt der HCV-Einzelmutanten in Abhangigkeit der miR-122 leider nicht mehr
mdglich. Da jedoch die Wildtyp- und mutierten miRNA-Bindungsstellen nach Adressierung
mit ihren jeweiligen miRNAs dieselbe individuelle Funktion zeigten, kann zumindest
angenommen werden, dass die gemessenen Reporter-Aktivtaten nicht von

Stabilitatsunterschieden abhangig, sondern miRNA/Ago2-spezifisch sind.
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Fazit: Im Luciferase-Assay, mit separat- und doppelt-mutierten Reporter-RNAs konnte eine
stark kooperative Stimulation der viralen Genexpression beobachtet werden. Die
Zuganglichkeit der miRNA-Bindungsstelle ist dabei von entscheidender Bedeutung. Aufgrund
der tendenziell schwacheren Translationsstimulation der zweiten miRNA-Zielsequenz in den
strukturell intakten Reporter-RNAs ist flir die wt-HCV-RNA anzunehmen, dass eine
Adressierung der Bindungsstelle S1 mit miR-122 starker an der HCV-Akkumulation beteiligt

ist als die Adressierung der Bindungsstelle S2.

3.5 Exkurs: Uberpriifung einer méglichen Uberkreuz-Funktion von miR-122

In diesem Abschnitt geht es um die Untersuchung einer Arbeitsgruppen-tbergreifenden
Hypothese. Diese wurde auf dem ,21. internationalen Symposium tber HCV und ahnliche
Viren* auf einem Poster von Thibault und Wilson prasentiert (P.3.53, September 2014). In
der erwahnten Arbeit ging es um die individuelle Funktion der miR-122-
Erkennungssequenzen in der HCV-5-UTR in Bezug auf die Stimulation der viralen
Replikation. Aufgrund ihrer Mutationsstudien wurde angenommen, dass beide
miR-122-Molekiile méglicherweise eine Art Uberkreuz- (Cross-over-) Bindung in der 5-UTR
eingehen und zu einer pseudoknot-ahnlichen Struktur in diesem Bereich der HCV-RNA
fuhren. Dabei sollen die weiter 3’-orientierten hybridisierenden Nukleotide an den
entsprechenden Sequenzabschnitt der anderen Zielsequenz binden (Abbildung 3.22, A).
Diese Anderung in der Faltung konnte, so die Hypothese, einen Einfluss auf die virale
Translation und Replikation haben.

Um diese hypothetische, ungewodhnliche Hybridisierung der miR-122 an ihre Zielsequenzen
der HCV-RNA zu uberprifen, wurden fir die separat adressierbare zweifach-mutierte
HCV-5"-UTR (Abbildung 3.22, B) miR-Duplexe mit entsprechend abgewandelten Nukleotiden
entworfen. Die Sequenzen des jeweiligen Fuhrungsstrangs sind der Abbildung 3.22 (C) zu
entnehmen. Die Gegenstrange in den Duplexen wurden entsprechend modifiziert, um die

thermodynamische Stabilitat in den einzelnen Bereichen der Duplexe konstant zu halten.
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A K ,
L AU 8
UA .
SLICG {LJ] m1R-122
i CG o .
§ &8 4 4 ACA U 2,
h | 8 & UGGUA GGUGAGG
5-ACCU GACACUCCGCCAUGAAUCACUCCC GCCCCC ——  Abbildung 3.22: Schematische Darstellung
GU_GG GUGLIJGAGGUS' = SE der Uberkreuz-agierenden miRNAs in der
Yoot lAACA S e Ug & HCV-5"-UTR. Uberblick tiber die Faltung von
U ¢ miR-122-" %G SLI und SLII der wt- (A) und mutierten (B)
GS"’-._. 50— CIS(lZ st 5-UTR mit detaillierten Ausschnitten der
_‘__'_';;;:: """ Pl artifiziellen miRNA-Bindungsstellen. Mutierte
B A ’ Nukleotide der einzelnen Erkennungs-
GH T Q0 sequenzen sind orange markiert. Die rot-
SLICG H miR-122m2 gestrichelten Pfeile deuten auf eine mdgliche
88 U, alternative  Hybridisierungsméglichkeit  der
< 8% UGI"‘f ACAGG l'AGGU zusétzlich bindenden Nukleotide am 3°-Ende

5=-GACU GAC ACUﬁCGCm UGAAUCJ/—\UCCC GCCCCC'--- der miRNA-Sequenz mit der HCV-5"-UTR hin.

G L'G GU SUGAL 'GU CcCG (C) Sequenzen der originalen miR-122m1-
H N ACA 6 4 2 ,.-' Ugé und miR-122m2-Fihrungsstrange und der
U e ES neu designten Cross-over-miRNAs
Gy m'R‘122--,;..-"' 50—G C SLII  (MiR-122m1x, miR-122m2x).

C miR-122m1 5- UGUAGUCUGACAA~GUCGUUUG -3’
miR-122m1x 5'- UGUAGUCUGACAACUGUGUUUG -3'

miR-122m2 5-UGGAUAGUGACAACUGUGUUUG-3'
miR-122m2x 5-UGGAUAGUGACAA G GUUUG-3

Die Bindung von aktiven miRNA/Ago2-Komplexen an die HCV-IRES wurde Uber die bereits
beschriebene co-IP getestet (Kapitel 3.2.1). Uber die neuen Cross-over-miRNAs
(miR-122m1x und miR-122m2x) hinaus wurden die artifizielle miR-122m1 und miR-122m2
als zusatzliche Kontrollen co-transfiziert. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in
Abbildung 3.23 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass in den Proben mit den neuen Cross-over-
miRNAs (Spalte 6 und 7) im Vergleich zu den bereits getesteten artifiziellen miRNAs (Spalte
4 und 5) deutlich weniger bis gar keine radioaktiv markierte HCV-RNA prazipitiert wurde.
Allerdings unterscheiden sich die Input-Kontrollen der einzelnen Proben voneinander: v.a.
die mit miR-124 und miR-122m2x co-transfizierten Proben zeigen eine deutlich reduzierte
Menge an HCV-RNA (Abbildung 3.23, A7 und 8). Die Western Blot-Analysen zeigen
hingegen, dass die Menge an AgoZ2 in jeder Probe gleich war (Abbildung 3.23, B).

So ist anzunehmen, dass die unterschiedlichen Bandenstarken auf Pipettier-
Ungenauigkeiten bei der Aufarbeitung der Input-Proben zurtickzufiihrend sind. Eine Bindung
von miR-122m2x an die HCV-RNA kann dadurch jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Leidglich das Signal fir die Probe mit miR-122m1x ist klar negativ.
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m1/m2im1/m2:122m11122m2122m1x 1 122m2x} 124  microRNA
elF3 | FLAG ! Ago2! Ago2! Ago2 | Ago2 'Ago2 IPAntikérper

CE— - -

Abbildung 3.23: Anti-Ago2-RNA-co-IP mit doppelt-mutierter (S1mS2m) HCV-5"-UTR. Hela-Zellen wurden
mit radioaktiv markierter HCV-RNA, mit einer Lange von 363 nt, zusammen mit miRNAs transfiziert. 6 h nach der
Transfektion wurden die Zellen lysiert, wovon 10 % als Input Kontrolle verwendet wurde (Input; A). Das restliche
Lysat wurde in der anti-Ago2-IP verwendet. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten Antikdrper gegen elF3 (2)
und FLAG (3). Nach dem Waschen der zur Prazipitation verwendeten magnetischen Beads wurden 10 % fir
Western Blot-Analysen verwendet (B). Die co-prazipitierte RNA wurde zusammen mit der Input-Kontrolle gereinigt
und prazipitiert. Die RNA-Proben wurden auf 6 % Polyacrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt (A). Gereinigtes Transkript wurde als Marker fur die RNA-Integritat mitgefiihrt (1). Die Gele wurden
getrocknet und die RNA Uber Autoradiographie detektiert.

A Input
RNA

IRES363nt
S1mS2m

Input

Die Ergebnisse dieser co-IP sprechen zunachst dafur, dass die miR-122m1x und
miR-122m2x in dieser Form nicht an die IRES binden kénnen. Es kdnnte jedoch sein, dass
diese ungewohnliche Bindung zwar maoglich ist, jedoch nicht dominierend in vivo vorkommt
und entsprechend mit dieser Methode nicht detektierbar ist. Da die Bindung dieser Cross-
over-agierenden miRNAs vermutlich zu schwach ist, um diese im Kontext mit
Strukturanderungen der 5°-UTR nachweisen zu kénnen, wurde der bereits beschriebene
EMSA durchgefuhrt (Kapitel 3.2.2). Diese Methode ermdglicht die in vitro-Bindung der
jeweiligen miRNA ohne stérende Faktoren und unter optimalen Bedingungen fir die
Hybridisierung. Die Detektion einer Hybridisierung wirde jedoch nur die Moglichkeit einer
derartigen Uberkreuz-Reaktion der miR-122-Molekiile in der HCV-5"-UTR aufzeigen und
ware immer noch kein Beweis daflir, dass diese auch unter in vivo-Bedingungen auftreten
wirde.

Das Ergebnis der EMSA-Studie ist in Abbildung 3.24 dargestellt.
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mut HCV 5°-UTR 47, (S1MS2m) + miRNA
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Abbildung 3.24: Electrophoretic Mobility Shift Assay der mutierten HCV-5"-UTR mit Cross-over-miRNAs.
Es wurden 4 pmol eines 117 nt langen radioaktiv markierten HCV-5"-UTR-Fragments (inkl. SLII) mit steigenden
molaren Mengen einzelstrdngiger miR-122m1x oder miR-122m2x hybridisiert. Die Komplexe wurden
anschlieRend Uber ein 12 %-iges nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Autoradiographie
detektiert. Die Position und Anzahl der einzelnen Banden ist Uber Pfeile mit arabischen Ziffern markiert.
MV: Molares Verhaltnis.

Weder fir die Proben mit steigenden Molaren Verhaltnissen an miR-122m1x noch flir solche
mit miR-122m2x-Fuhrungsstrang konnte ein verzogertes Laufverhalten einer Bande
nachgewiesen werden. Gleiches Bild zeigte sich in EMSAs mit der miR-122m1
(Kapitel 3.2.2, Abbildung 3.8), obwohl im Gegensatz dazu die funktionelle Bindung im
Ago2-Komplex von miR-122m1 an die HCV-RNA nachgewiesen werden konnte
(Kapitel 3.2.1, Abbildung 3.5). Somit ist sogar unter optimalen Bedingungen keine

Uberkreuz-Bindung der miR-122m1x und miR-122m2x nachweisbar.

Fazit: Eine Bindung der Cross-over-miRNAs an die HCV-5"-UTR ist weder Uber die co-IP in
Form von miRNA/Ago2-Komplexen nachzuweisen noch im EMSA unter Anwesenheit hoher
Konzentrationen Mg®* zur Unterstiitzung der Hybridisierungsreaktion. Diese Art der Bindung
von miR-122 an ihrer Erkennungssequenzen der HCV-RNA ist entweder nicht existent oder
aber sehr schwer zu detektieren, so dass vermutet werden muss, dass diese am HCV-
Replikationszyklus nicht entscheidend beteiligt ist. Die Hypothese einer Uberkreuz-Bindung
der miR-122-Molekiile an die HCV-IRES der Arbeitsgruppe von J.A. Wilson konnte demnach
nicht bestatigt werden.
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4 Diskussion

Die leberspezifische miR-122 spielt eine Schlisselrolle im HCV-Replikationszyklus. Es
befinden sich mehrere konservierte miR-122-Bindungsstellen im HCV-Genom, von denen
die zwei Erkennungssequenzen in der 5-UTR (S1, S2) am besten charakterisiert sind. Die
Hybridisierung der miRNA an diese Sequenzen, welche sich zwischen SLI und SLII
befinden, erfolgt direkt '®? und in einem Komplex mit Ago-Proteinen, wobei der

(185 200l " Dje Funktionen der

miR-122/Ago2-Komplex die starkste Bindung zeigt
Target-Sequenzen in der HCV-5-UTR sind sehr Vvielféltig. Nach Bindung der
miR-122/Ago2-Komplexe kommt es zu einer erhdhten Translationsrate der viralen

[153:154:194-1971 ynd zu einer verstarkten RNA-Replikation ['°% 19194 Epenso spielt die

Proteine
miR-122 eine sehr entscheidende Rolle bei der Stabilisierung der HCV-RNA 194 199-203]

Die miR-122 bindet mit unterschiedlichen Affinititen %% 2% 21 35 die beiden
komplementaren Sequenzen in der 5-UTR, diese beiden Sequenzen scheinen jedoch
gleichbedeutend fiir die Translation zu sein "% 199,

Da bisher nur wenig Uber die individuellen Funktionen der miR-122-Erkennungssequenzen in
der HCV-5-UTR im viralen Replikationszyklus bekannt ist, sollten diese in der hier
vorliegenden Arbeit genauer charakterisiert werden. Es sollte untersucht werden, ob eine der
beiden Bindungsstellen bevorzugt von miR-122 adressiert wird und ob dabei ein additiver
oder kooperativer Effekt auf die Stimulation der Translation ausgetbt wird. Darliber hinaus
sollte bestimmt werden, inwieweit jede hybridisierte miR-122-Target-Sequenz in der 5°-UTR
am Schutz vor nukleolytischem Abbau beteiligt ist.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen erstmals eine kooperative Anlagerung
der miR-122/Ago2-Komplexe an die virale 5'-UTR, wobei der Komplex in vivo starker an S1
bindet als an S2. Allerdings konnte in in vitro-Studien eine deutlich starkere Hybridisierung
der miR-122 an die zweite Erkennungssequenz der HCV-RNA nachgewiesen werden.

Die spezielle synergistische Interaktion der miR-122/Ago2-Komplexe fuhrt zu einer
kooperativen Stimulation der viralen Translation. Eine miR-122-abhangige Stabilisierung der
HCV-RNA konnte nicht nachgewiesen werden. Dies bestatigt jedoch, dass der stimulierende
Effekt auf die Proteinexpression direkt auf die Interaktion der HCV-RNA mit der miR-122
zurlckzufuhren ist und dieser nicht nur eine indirekte Folge des Schutzes der RNA vor

exonukleolytischer Degradierung ist.

4.1 Separate Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-5"-UTR

Fir die zwei hochkonservierten miR-122-Erkennungssequenzen in der HCV-5-UTR

existieren zahlreiche Studien, in denen diese gemeinsam adressiert und charakterisiert
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wurden, jedoch nur wenige Uber den Grad der Beteiligung der jeweiligen Bindungsstelle.
Bekannt ist, dass die erste Target-Sequenz S1 einen grélieren Einfluss auf die Produktion
infektidser Viruspartikel hat '** wahrend fiir S2 eine erhéhte Stabilisierung der HCV-RNA
postuliert wird 2%,

In einigen Publikationen wurden die miR-122-Erkennungssequenzen teils separat teils

gemeinsam mutiert (z.B. in ['94 199 201 214])

. Die Analyse der Erkennung der mutierten Target-
Sequenzen durch die artifiziellen miRNAs erfolgte dabei jedoch nur indirekt Uber die
Auswirkung auf die Proteinexpression oder die Synthese und Stabilitdt der viralen RNA
(Northern Blot).

Die im Rahmen dieser Arbeit entworfenen Mutationen in S1 bzw. S2 (Abbildung 3.3) wurden
daher zunachst auf ihre spezifische und separate Adressierung mit den artifiziellen miRNAs
Uberprift. Dafur wurde die co-IP-Methode verwendet, welche im Rahmen der Dissertation
von D. Conrad im Labor etabliert wurde und die Ago2-assoziierte Bindung von miR-122 an
die HCV-RNA zeigt ['*°l. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung der miR-122m1/Ago2-
und miR-122m2/Ago2-Komplexe gezielt an die jeweils mutierten Erkennungssequenzen
S1m und S2m erfolgt (Abbildung 3.4). Dies konnte Uber die Adressierung der 5-UTR mit den
zu den Mutationen homologen LNAs bestatigt werden (Abbildung 3.5). Die Hybridisierung
der wt-miR-122 an die HCV-RNA ist durch die Mutationen in den Target-Sequenzen
unterbunden. Ebenso ist die Ago2-abhangige Bindung der mutierten miRNAs an die
wt-Erkennungssequenzen  durch die nicht-komplementdren  Nukleotide  blockiert
(Abbildung 3.4).

Zusammenfassend konnte somit eine separate und spezifische Adressierung der mutierten
miR-122-Bindungsstellen und eine direkte physikalische Interaktion mit den artifiziellen

miRNAs im Komplex mit Ago2 nachgewiesen werden.

4.1.1 Die Affinitiat des miR-122/Ago2-Komplexes ist in vivo zu S1 hoher als zu S2

Wahrend der co-IP-Bindungsstudien der mutierten miR-122-Bindungsstellen in der 5-UTR
mit den kompensierenden mMiRNAs wurde festgestellt, dass die Affinitdt des
miR-122m1/Ago2-Komplexes zu S1m deutlich starker war als die des miR-122m2/Ago2-
Komplexes zu S2m (Abbildung 3.4). Dies konnte in wiederholten Experimenten durch die
Quantifizierung der relativen Bindungsstarken sowohl fur die Doppel- (S1mS2m-) (Abbildung
3.6) als auch fir die Einzelmutante S1mS2 (Abbildung 3.19) bestatig werden. Diese
Beobachtungen kénnten die bereits verdffentlichten Daten erklaren, die besagen, dass die
in vivo-Bindung der miR-122 an S1 einen groReren Einfluss auf den HCV-Lebenszyklus hat

als die Hybridisierung an S2 "9 20" 214 Dar{iber hinaus deuten eigene Translationsstudien
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auf eine starkere virale Translationsrate nach Adressierung von miR-122 an S1 hin
(Kapitel 4.2).

Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnten die miRNA-Sequenzabschnitte sein, die im Komplex
mit Ago2 bei der Erkennung einer mRNA-Zielsequenz beteiligt sind ¥"°. So sind bei der
Bindung an die von Ago2-prasentierten Nukleotide 2—-8 insgesamt 7 nt der Bindungsstelle S1
(ACACUCC) im Vergleich zu 6 nt (CACUCC) von S2 involviert. Trotz der eingefligten
Mutationen ist der GC-Gehalt der wt- und mutierten RNA dabei gleich. Anders verhalt es sich
bei der Hybridisierungsreaktion von miR-122m1 an S1m im Vergleich zu miR-122 an S2.
Dort weist die Mutante eine GC-Paarung weniger auf (Abbildung 3.16), dennoch konnte dort
eine starkere Bindung detektiert werden (Abbildung 3.19). Darlber hinaus sind an der
Bindung des miRNA/Ago2-Komplexes die Nukleotide 13—16 der miRNA beteiligt *'*, wobei
das Nukleotid 13 der miR-122 fiir die Bindung an S1 nur eine geringe Rolle spielt "% 2°", Die
miR-122 und miR-122m2 hybridisieren demnach Uber die seed-Target-Sequenz hinaus mit
4 nt (2 x GC) von S2(m), wahrend die miR-122m1 an nur 3 nt der S1Tm (1 x GC) bindet. In
der wt-RNA erfolgt die Hybridisierung von miR-122 an nur 2 nt der S1 (2 x GC) (Abbildung
3.1), wodurch das zum Guanin-veranderte erste Nukleotid der HCV-Sequenz (Abbildung 3.3,
Abbildung 3.16) die hohere Affinitdt von miR-122m1 an S1m in der Doppel- und
Einzelmutante nicht erklaren kann.

Die beim miR-122-Erkennungsmechanismus beteiligten Sequenzen scheinen demnach nicht
ausschlaggebend fir die erhdhte Affinitdt des miR-122/Ago2-Komplexes an S1 in der
HCV-5"-UTR zu sein. Es ware mdglich, dass weitere Faktoren bei der Adressierung eine
Rolle spielen, z.B. Proteine des miRNP-Komplexes oder aber weitere zellulare oder virale
Faktoren, welche die Affinitdt des miR-122/Ago2-Komplexes an seine Zielsequenzen
beeinflussen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es nach Bindung der 40S-Untereinheit
an die HCV-IRES zu einer Strukturdnderung in dieser Region kommt ®'® 1% Djese
Veranderung kdnnte dann zu einer erhdhten Instabilitat des miR-122/Ago2-Komplexes an S2
fuhren, wodurch der miR-122/Ago2-Komplex an S2 in der co-IP als weniger affin zu deuten
ware.

Aufgrund der Strukturanderung der HCV-RNA und der damit einhergehenden limitierten
Zuganglichkeit der Bindungsstelle S1 in der S1S2m-Einzelmutante (Abbildung 3.18) konnte
keine Aussage Uber die Affinitdt der separaten Bindung von miR-122 an S1 getroffen
werden. Die kaum nachweisbare Bindung von miR-122 an S1 in dieser Mutante bestatigt
jedoch, dass die Zuganglichkeit der Target-Sequenz eine Uberragende Wichtigkeit fur die
Bindung des Komplexes an seine Erkennungssequenzen besitzt. Die Abhangigkeit der
Bindungseffizienz von der Zuganglichkeit der miRNA-Zielsequenzen konnte bereits fur
zellulare mRNAs ' 2181 gezeigt werden, wie auch fiir die Bindung der miR-122 in der
NS5B-kodierenden Sequenz und 3'-UTR der HCV-RNA (Dissertation N. Diinnes, 2016).
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Das Modell, in dem die miR-122/Ago2-Komplexe mit unterschiedlichen Affinitdten an die
Erkennungssequenzen in der 5°-UTR binden und die miR-122 an S1 einen entscheidenden
Einfluss auf den HCV-Vermehrungszyklus hat, wird zusatzlich durch die Daten der
Kooperationsstudien aus der co-IP (Abbildung 3.6, Abbildung 3.19, Kapitel 4.1.3) und dem
Translationsassay (Abbildung 3.11, Abbildung 3.21, Kapitel 4.2) unterstutzt.

4.1.2 In vitro-Studien zeigen eine starkere Bindung von miR-122 an S2

Von Mortimer und Doudna wurde 2013 durch Struktur- und in vitro-Analysen von miR-122-
Affinitaten eine stérkere Bindung von miR-122 an S2 gezeigt *°®. Die EMSA-Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit sprechen ebenso fiir eine starkere Hybridisierung des aktiven
miR-122-Strangs an S2 (Abbildung 3.7, Abbildung 3.8). Nach Inkubation von miR-122m1 mit
der STmS2m-HCV-5"-UTR konnte in nur einem von insgesamt sechs Experimenten ein Shift
der viralen RNA detektiert werden (nicht gezeigt). Ein genereller Nachweis eines
tri-molekularen Komplexes aus zwei Molekilen miRNA und einem Molekil HCV-RNA war
nicht mdoglich (Abbildung 3.8). Auch fir die wt-RNA konnte nur die Bindung einer
Zielsequenz durch miR-122 gezeigt werden (Abbildung 3.7). Aufgrund der Studien mit der
separat adressierbaren Doppelmutante ist anzunehmen, dass in vitro auch im Wildtyp die S2
von der miR-122 adressiert wird und eine Bindung an S1 ausbleibt. Flr die in der co-IP
verwendeten LNAs konnte eine ahnliche Affinitdt gezeigt werden. LNAmM2 hybridisierte
deutlich starker an die virale RNA als LNAm1 (Abbildung 3.8), was allerdings auf die erhdhte
Anzahl der an die S2-Sequenz hybridisierenden Nukleotide von LNAmM2 zurlckzufihren ist
(Kapitel 2.1.3.2.1). Dies ist auch der Grund fir die starkere in vitro-Bindung der artifiziellen
miRNA an S2(m) im Vergleich zur S1(m). Die Erkennungssequenz S1 in der 5°-UTR weist je
nach Isolat eine bis zu 11 nt lange zur miR-122 komplementaren Sequenz auf
(Abbildung 3.1). Dagegen kénnen in der Bindungsstelle S2 insgesamt maximal 12 nt von der
miR-122 adressiert werden (Abbildung 3.1). Gleiches gilt fir die artifiziellen miRNAs an S1m
und S2m in der HCV-Doppelmutante (Abbildung 3.3), was die héhere Affinitat der reinen
miRNA fir die zweite Erkennungssequenz erklart.

Der Grund fir die nicht nachweisbare Bindung von miR-122m1 bzw. LNAmM1 an S1m ist
vermutlich eine zu gering eingesetzte Menge der miRNA-Molekile bei der Titration im
EMSA. In den Studien von Mortimer und Doudna konnte eine Dissoziationskonstante (Kq) flr
die miR-122 an S2 von 90 nM in vitro Uber isothermale Titrations-Kalorimetrie ermittelt
werden % Firr die Bindung von miR-122 an S1 war der Wert jedoch um das 10-fache
groflier. Das bedeutet, dass erst bei hbéheren Konzentrationen eine Bindung der miR-122 an
S1 erfolgt. Mortimer und Doudna verwendeten 8 uM in vitro-transkribierte RNA 2°°! wahrend

in dieser Arbeit umgerechnet nur etwa 0,3 UM eingesetzt wurden. Dieser Umstand kénnte
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dazu gefuhrt haben, dass die Konzentration der miR-122m1 zu gering war, um eine
Komplexbildung mit der HCV-RNA nachweisen zu kénnen. Um diese Theorie zu Uberprifen,
mussten groflere Mengen nicht-radioaktiv markierte virale S1mS2m- und wt-RNA eingesetzt
werden, wodurch damit einhergehend auch die Menge der artifizielen miRNA Uber die
molaren Verhaltnisse erhoht werden musste.

Dennoch zeigen diese generierten Daten, dass in vitro die zweite miR-122-
Erkennungssequenz starker gebunden wird. Der Unterschied zur co-IP, bei der eine starkere
Bindung von miR-122 an S1 detektiert wurde, ist, dass in den in vitro-Studien weder Ago2
noch weitere zelluldare Faktoren einen Einfluss auf die Bindung der miRNA an ihre
Zielsequenz auslben konnten. Dadurch sind keine direkten Rickschlisse aus den

Beobachtungen der EMSAs fir die in vivo-Situation mdglich.

4.1.3 Kooperative Bindung der miR-122/Ago2-Komplexe an die HCV-5"-UTR

Bisher wurde angenommen, dass beide miR-122-Molekiile gleichzeitig denselben
HCV-RNA-Strang adressieren "' Es wurde allerdings bereits vermutet, dass eine Art
.kooperative® Interaktion zwischen den Zielsequenzen in der HCV-5"-UTR existieren muss,
da die Bindung von miR-122 an S1 allein nicht die HCV-Abundanz in infizierten Zellen
erklaren kann und der miR-122/S2-Komplex ebenso wichtig fir die Genom-Akkumulation
ist 19,

In den hier durchgeflihrten co-IP-Studien konnte durch die Quantifizierung der relativen
Bindungsstarken der miRNAs an S1m und S2m erstmals eine kooperative Hybridisierung der
miRNA/Ago2-Komplexe in der Doppelmutante gezeigt werden (Abbildung 3.6). Die
Signalstarke der radioaktiv markierten HCV-5"-UTR war nach gemeinsamer Adressierung
mit miR-122m1 und miR-122m2 etwa 1,5-fach hoher als die addierten Werte nach separater
Adressierung. Im Gegenteil dazu konnte jedoch fir die Einzelmutante S1mS2 ein
gegensatzlicher Effekt beobachtet werden (Abbildung 3.19). Der errechnete additive Wert
war sogar doppelt so gro3 wie die quantifizierte Signalstarke nach gemeinsamer
Adressierung.

Es stellt sich nun die Frage, welche Ursache fur die widersprichlichen Resultate vorliegt und
ob eine kooperative Interaktion der miR-122/Ago2-Komplexe in der wt-HCV-5"-UTR existiert
oder nicht? Es ware mdglich, dass die Affinitat der artifiziellen miRNA/Ago2-Komplexe zu der
S1mS2 hoéher ist, als in der STmS2m. Zum einen ist an der Hybridisierungsreaktion von
miR-122 an S2 eine GC-Paarung mehr beteiligt als zwischen miR-122m2 und S2m
(Abbildung 3.16), und zum anderen kdnnte, unter Berlcksichtigung einer kooperativen
Interaktion zwischen den Komplexen, die verstarkte Bindung einer miRNA die der anderen

induzieren. Aufgrund der starkeren Grundsignale sowohl fir die separat als auch die

115



Diskussion

gemeinsam co-prazipitierte S1mS2-HCV-5-UTR ware es mdglich, dass die messbare
absolute Differenz sehr klein und damit die Quantifizierung ungenau wurde, sodass dies zu
falsch-negativen Aussagen flihrte. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der
Translationsstudien nahegelegt, in denen wiederum ein signifikant kooperativer Effekt
nachweisbar war (Kapitel 4.2). Daher muss vermutet werden, dass im Falle der schwachen
Bindung von miR-122 an S2 das Messsystem der co-IP quantitativ zu ungenau ist. Um eine
mogliche fehlerhafte Auswertung zu ermitteln kénnten die Experimente mit geringeren
Mengen transfizierter HCV-RNA und miRNA-Duplexen wiederholt werden.

Auch wenn die fur die Doppelmutante nachgewiesene kooperative Bindung der artifiziellen
miRNA an die S1TmS2-Mutante nochmals Uberprift werden muss, ist vorlaufig anzunehmen,
dass es in der HCV-5"-UTR zu einer kooperativen Bindung beider miR-122/Ago2-Komplexe
an die miR-122-Erkennungssequenzen kommt. Diese Hypothese wird durch eigene Studien
und Daten aus Publikationen unterstiitzt #'*%?". Die kooperative Bindung der miRNA/Ago2-
Komplexe scheint jedoch spezifisch fur imperfekte Basenpaarungen zwischen miRNA und
mRNA zu sein ?? wie es bereits fiir die Interaktion von miR-122 an die HCV-5"-UTR gezeigt
werden konnte. Dies deutet auf einen spezifischen Mechanismus zur Unterstlitzung der
Regulation der mRNA-Translation und damit auf eine funktionelle Bedeutung der

miR-122/Ago2-Bindung auf den viralen Lebenszyklus hin.

4.2 Kooperative Stimulation der Translation nach gemeinsamer Adressierung der
miR-122-Erkennungssequenzen in der HCV-5"-UTR

Seit Mitte der 90er Jahre ist bereits bekannt, dass die HCV-IRES nicht nur die Bindungsstelle
des Translationsapparates darstellt, sondern aktiv bei der Initiation der viralen
Proteinsynthese involviert ist % 127 2162231 'Eg war jedoch lange Zeit nicht méglich, eine
miR-122-abhangige Stimulation der IRES-vermittelten Translation nachzuweisen. Somit
wurde angenommen, dass der Einfluss der miR-122 auf den HCV-Lebenszyklus auf die
Stabilisierung des Genoms sowie die Replikation der RNA begrenzt ist 1'®% "' Erst spater
konnte eine gesteigerte virale Proteinexpression nach Bindung der miR-122 sowohl in vitro

n [193 19419 10 Rahmen dieser Arbeit konnte diese

als auch in vivo gezeigt werde
stimulierende Funktion der miR-122 nochmals bestatigt werden (Abbildung 3.10).

Viel wichtiger in der vorliegenden Arbeit war jedoch die Untersuchung der individuellen
Funktion der einzelnen Erkennungssequenzen auf die Proteinexpression. So konnte eine
kooperative Stimulation der Translation nach gemeinsamer Adressierung der miRNA-

Bindungsstellen in allen HCV-Mutanten detektiert werden (Abbildung 3.11, Abbildung 3.21).
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Wahrend dieser Studien wurden Daten veroffentlicht, die ebenfalls einen
miR-122-abhangigen kooperativen Effekt auf die virale Proteinexpression zeigen #'4.

Die Adressierung der ersten miRNA-Zielsequenz (S1m) scheint an der HCV-Translation
entscheidend beteiligt zu sein (Abbildung 3.11, Abbildung 3.21), was bereits durch eine
starkere Bindung des miR-122/Ago2-Komplexes an S1 in der co-IP vermutet wurde
(Kapitel 4.1.1). Die Bedeutung der S1 fur die Proteinexpression zeigt sich zudem indirekt
durch die Ergebnisse fur die S1S2m-Einzelmutante. So ist im Luciferase-Assay ein
schwacherer Einfluss von S1 in der S1S2m-RNA im Vergleich zur S1m in der Einzel- bzw.
Doppelmutante zu beobachten (Abbildung 3.21). Damit einhergehend zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit ebenso eine reduzierte kooperative Stimulation der Proteinexpression,
was auf einen grofRen Einfluss der S1 bei der Interaktion der miRNP-Komplexe schlie3en
|&sst.

Fir die S2 und die S2m in der jeweiligen HCV-RNA (S1mS2, S1m2m) konnte hingegen
keine signifikante Stimulation der Translation beobachtet werden, wenn diese allein mit
miR-122(m2) hybridisierten (Abbildung 3.11, Abbildung 3.21). Diese Ergebnisse korrelieren
mit der in der co-IP gezeigten schwacheren Bindung des miRNA/Ago2-Komplexes an die
zweite Erkennungssequenz in der 5°-UTR (Kapitel 4.1.1).

Interessanterweise konnte im Luciferase-Assay im Gegensatz zur co-IP sogar fir die
S1mS2-HCV-RNA eine kooperative Stimulation der viralen Translation beobachtet werden
(Abbildung 3.21). Dieser Effekt ist vermutlich auf eine kooperative Interaktion der
miR-122/Ago2-Komplexe zurickzufihren, was die Vermutung noch bestarkt, dass die
co-IP-Ergebnisse fur die S1mS2-HCV-RNA in Bezug auf die Kooperativitat nicht malgebend
sind (Kapitel 4.1.3).

Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit produzierten Daten wurde nicht nur die
miR-122-abhangige Stimulation der Translation und der deutlich gréfiere Einfluss von S1 auf
den HCV-Zyklus bestatigt, sondern erstmals, zusammen mit den Daten von
Thibault et al. ¥, ein kooperativer Effekt der miRNP-Komplexe auf die virale
Proteinexpression gezeigt. Der miR-122-abhangige Effekt wurde dabei entgegen bisheriger
Aussagen 2% 202 24 nicht von der Stabilitat der HCV-Genome beeinflusst (Abbildung 3.14)
und zeigt damit klar einen direkten Einfluss der miR-122 auf die Proteinexpression. Dies

konnte ebenso zuvor von Henke et al. gezeigt werden ">,

4.3 Einfluss der miR-122 auf die HCV-Genom-Stabilitat

Bisher ist wenig bekannt (iber den Abbau der HCV-RNA in infizierten Zellen. Da die virale
RNA eine positive Orientierung besitzt und somit funktionell gleichbedeutend einer mRNA ist,

wird vermutet, dass die Degradierung des HCV-Genoms Uber zellulare Abbauwege
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erfolgt 2°% 2°2 Der zytoplasmatische Abbau zelluldrer mRNA beginnt normalerweise mit der
Entfernung des 3'-poly(A)-Bereichs oder des 5°-Cap-Nukleotids, gefolgt von
exonukleolytischem Abbau des RNA-Molekiils in entweder 5°-3"- oder 3'-5’-Orientierung #**
221 \Vom 5°-Ende baut beispielsweise die Exonuklease XRN1 die restliche Sequenz ab %],
Anders herum kann die mRNA auch vom 3’-Ende her durch den Exosomen-Komplex
degradiert werden %",

Die HCV-RNA hingegen besitzt kein 5-Cap und endet mit einer strukturreichen 3’-UTR,
sodass die zellularen Mechanismen zur Entfernung des Cap-Nukleotids sowie des
poly(A)-Bereichs keine Auswirkung auf die virale RNA-Stabilitat haben sollten. Allerdings
konnten beide Exonukleasen, XRN1 und der Exosomen-Komplex, am Abbau der HCV-RNA
beteiligt sein.

Es liegen zahlreiche Studien vor, die sich mit der Stabilitdt des HCV-Genoms beschaftigt
haben. So konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung des miR-122/Ago2-Komplexes
an die 5-UTR von HCV zu einer erhéhten Stabilisierung der RNA fiihrt °°. Ebenso konnte
durch das Anfligen eines unmethylierten Guanosin-Caps an der 5-UTR kein Unterschied in
der Stabilitat nach Adressierung mit miR-122 festgestellt werden. Dies deutet darauf hin,
dass der miR-122/Ago2-Komplex die virale RNA ahnlich wie ein Cap-Homolog physikalisch
vor 5’-Exonuklease-Verdau schiitzt ['®> %% Dariiber hinaus konnte ein direkter, negativer
Einfluss von XRN1 auf die Abundanz der HCV-RNA nachgewiesen werden 2°% 2 Da XRN1
jedoch nur monophosphorylierte 5°-Termini erkennt und die HCV-RNA ein 5°-Triphosphat

t 1202]

besitz , wird vermutet, dass an diesem Abbau-Weg eine noch zu identifizierende

Pyrophosphatase beteiligt ist 2% 221,

Ein Effekt des Exosomen-Komplexes auf die HCV-RNA-Stabilitat konnte in vivo nur minimal
fur transfizierte, nicht aber fiir eine infizierte HCV-RNA gezeigt werden °2. Somit deuten die
bisherigen Studien alle auf einen direkten Schutz des HCV-Genoms vor 5°-Degradierung
durch die miR-122/Ago2-Komplexe in der 5°-UTR hin.

Eine andere Rolle beim Schutz der HCV-RNA (bernimmt die miR-122 bei der partiellen
Blockierung von RIG-I (retinoic acid-inducible gene [), dem Schllisselsensor fur virale
Infektionen #2% %% Diese zytosolische Helikase wird durch virale RNAs aktiviert, die an ihrem
5’-Ende ein Triphosphat besitzen und ist in HCV-infizierten Schimpansen hochreguliert '
Die Aktivitat dieses Proteins wird durch den 3’-Uberhang der miR-122 nach der Bindung an

ihre Target-Sequenzen in der 5-UTR unterbunden 1#2% %%,
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4.31 Die Gesamtstabilitit und 5’-Integritit der HCV-IRES ist unabhangig von
miR-122/Ago2-Komplexen

Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen konnte der
miR-122-abhangige Effekt auf die Stabilisierung der viralen RNA in dieser Arbeit nicht
bestatigt werden. Weder nach separater noch gemeinsamer Adressierung der
kompensierenden miRNAs an die mutierten miR-122-Target-Sequenzen war ein Unterschied
zur Probe ohne miRNAs zur erkennen (Abbildung 3.14, Abbildung 3.15). Die Stabilitat der
viralen RNA blieb zudem bis zu 24 h p.e. nahezu unbeeinflusst. In verschiedenen Studien
konnte hingegen ein sehr deutlicher Abbau der HCV-RNA innerhalb von 6 h beobachtet
werden [200:202]

Durch die Titration der radioaktiv markierten antisense-Sonde im RPA mit re-extrahierter
cRNA, aus mit HCV-Reporter-RNA-transfizierten Zellen, sollte eine falsch-negative Detektion
der Degradierung ausgeschlossen werden. Um zu uberprifen, dass die Sonde nicht der
limitierende Faktor war, wurde testweise die zehnfache Menge (1 ng) der Sonde im RPA
eingesetzt (Abbildung 3.13, Versuche nicht gezeigt). Die detektierte Gesamtmenge der
viralen RNA blieb jedoch unbeeinflusst. Zudem war in den Experimenten von
Shimakami et al. die Menge der HCV-RNA nach 6-9 h so stark reduziert *°”, dass diese
Unterschiede in meinen Experimenten auch bei sehr niedriger Sonden-Konzentration hatten
sichtbar sein mussen.

Bei genauerer Betrachtung der verwendeten Systeme zur Bestimmung der viralen
RNA-Stabilitat fiel auf, dass die durchgefuhrten Studien von Li et al. und Shimakami et al. auf
demselben Konstrukt basierten % 2%2 Dieses besteht aus dem kompletten Genom (full
length) des Genotyps 1a in welches eine GLuc2A-kodierende Sequenz eingefligt wurde. Mit
Ausnahme von Studien, in denen eine Mengenreduktion von HCV-IRES-Sequenzen nach
Inkubation mit rekombinantem XRN1 in Zell-freien Systemen gezeigt wurde % 232 konnte
ein miR-122-abhangiger Schutz vor nukleolytischem Abbau in weiteren Experimenten nur fir
full length-HCV-Genome bestétigt werden ™. Somit ist zu vermuten, dass entweder die
RNA-Sequenzen im HCV-ORF oder aber die exprimierten viralen Proteine einen Einfluss auf
den Kontrollmechanismus der HCV-RNA-Stabilitat ausiiben. Die ausbleibende Expression
viraler Proteine in dem hier verwendeten Minimalkonstrukt kénnte somit ausschlaggebend
fur die miR-122-unabhangige Stabilitdt der HCV-5"-UTR sein. In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass die am mRNA-decapping-Prozess beteiligten Proteine PatL1, LSm1
(Abbildung 1.10), DDX3 und DDX6 der P-bodies an der HCV-Translation und -Replikation
beteiligt sind 1'% 2% 24 Djese werden an LDs rekrutiert und co-lokalisieren mit dem
HCV-Core-Protein 1. Somit wéare es moglich, dass in Studien, in denen

full length-HCV-infizierte oder -transfizierte Zellen die HCV-Proteine exprimieren, diese die
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Nuklease XRN1 zusammen mit den stimulierenden Proteinen der P-bodies ¥*® an das ER
rekrutieren.

Auch wenn XRN1 ein zytosolisches Enzym ist **®! und somit die virale RNA unabhéngig von
den P-bodies hatte degradieren kdnnen, konnte bisher kein Unterschied in der zelluldren
Lokalisation von XRN1 in HCV-infizierten versus nicht-infizierten Zellen nachgewiesen
werden 2. Da ein Abbau durch zytosolisches XRN1 jedoch nicht auszuschlieBen ist, ware
es ebenso mdglich, dass bestimmte virale Faktoren zur Aktivierung des Abbauprozesses
gefehlt haben oder aber die Aktivierung einer bisher unbekannten Polyphosphatase zur
Bildung eines 5°-Monophosphates fir eine optimale XRN1-Aktivitat ausblieb.

Zur Untersuchung der individuellen Funktion der miR-122-Erkennungssequenzen in der
HCV-5"-UTR im Hinblick auf die Stabilisierung und 5°-Integritat der viralen RNA mussten die
Versuche demnach mit full length-Konstrukten wiederholt werden. Es bleibt die Frage
bestehen, ob der kooperative Effekt bei der Bindung der miR-122/Ago2-Komplexe und bei
der Stimulation der viralen Translation auch in Stabilitatsstudien nachweisbar ist und/oder ob
eine der beiden miR-122-Erkennungssequenzen einen groReren Einfluss auf die Stabilitat
der viralen RNA hat.

Abschlie3end Iasst sich allerdings mithilfe der RPA-Ergebnisse feststellen, dass die oftmals
in der Literatur beschriebenen stimulierenden Effekte der miR-122 auf die virale Translation
im Rahmen dieser Arbeit nicht indirekt durch eine erhdhte Stabilitdt der HCV-RNA zustande
kommen [0 202 21" gondern durch den direkten physiologischen Effekt der
miR-122/Ago2-Komplexe auf die HCV-IRES.

4.4 Exkurs: Keine Uberkreuz-Hybridisierung von miR-122 in der HCV-5"-UTR

Jopling et al. waren die ersten Autoren die zur miR-122-Sequenz komplementare Regionen
im HCV-Genom gesucht haben "®. Sie konnten u.a. erstmals die hochkonservierten
miR-122-Erkennungssequenzen in der HCV-5"-UTR detektieren und charakterisieren 1% "9,
Erst einige Jahre spater wurde von Machlin et al. gezeigt, dass Uber einige interne
Nukleotide der miR-122 hinaus auch die weiter 3 -orientierten Nukleotide absolut wichtig fir
die HCV-Abundanz sind '®% Auf der Basis von Mutationsstudien wurde 2014 auf dem
»21. internationalen Symposium Gber HCV und ahnliche Viren* von Thibault und Wilson die
Hypothese aufgestellt, dass die miR-122-Molekile mdglicherweise darlber hinaus eine
Uberkreuz-Bindung in der 5-UTR eingehen kénnen. Dabei sollen die weiter 3 -orientierten
hybridisierenden Nukleotide an den entsprechenden Sequenzabschnitt der anderen
Zielsequenz binden (Abbildung 3.22).

Bei der Uberpriifung dieser Hypothese konnte weder in der co-IP (Abbildung 3.23) noch im
EMSA (Abbildung 3.24) eine Bindung der Cross-over-miRNAs an die HCV-5-UTR
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nachgewiesen werden. Aufgrund des einzelstrangigen Bereichs zwischen SLI und SLII in der
IRES ware eine strukturelle Anndherung der ersten 4 nt der 5°-UTR zur Kernsequenz der
S2m und dadurch eine Adressierung von miR-122m2x im Komplex mit Ago2 an die
HCV-RNA mdglich gewesen (Abbildung 3.22). In der co-IP konnte dafir eine leichte Bande
fur die co-prazipitierte HCV-RNA detektiert werden (Abbildung 3.23). Da diese jedoch mit
den Intensitaten der Negativkontrollen Ubereinstimmt, ist anzunehmen, dass es zu keiner
spezifischen Cross-over-Bindung von miR-122 kommt. Gleiches konnte flir die miR-122m1x
in der HCV-Doppelmutante beobachtet werden. Da hier jedoch die miRNA einen Schlaufe
bilden muss, um mit den weiter 3 -orientierten Nukleotiden an den weiter 5°-gelegenen
komplementaren Bereich von S2m binden zu koénnen, war eine ausbleibende
Co-Prazipitation der viralen RNA zu vermuten. Die Adressierung der miRNA Uber Ago2
erfolgt nach einem spezifischen Mechanismus der eine derartige ,Beugung“ der miRNA nicht
zulasst ™. Allerdings konnte bereits fiir die miR-122m2x gezeigt werden, dass eine
Uberkreuz-Adressierung in der 5-UTR nicht vorkommt, sodass auch bei einer Optimierung
der miR-122m1x-Sequenz keine entsprechende Hybridisierung zu erwarten ist. Zudem
konnte bisher auch keine Uberkreuz-Bindung von miRNAs an zellulare mRNAs gezeigt
werden, im Gegensatz zu bereits beschriebenen perfekten und imperfekten Hybridisierungen
(Abbildung 1.11). Dies deutet darauf hin, dass, auch wenn ein derartiger
MiRNA/mMRNA-Komplex existieren sollte, dieser entweder sehr selten vorkommt oder aber
durch seine geringe Stabilitat nicht nachweisbar ist und dadurch fir den HCV-Lebenszyklus

irrelevant.

4.5 Modell der individuellen Funktion der miR-122-Erkennungssequenzen in der
HCV-5"-UTR und weiterfuhrende Versuche

Basierend auf den in dieser Arbeit prasentierten Daten ist im Zusammenhang mit der bereits
diskutierten Literatur anzunehmen, dass die miR-122/Ago2-Komplexe in der HCV-5-UTR
miteinander kooperativ interagieren. Dabei wird mdglicherweise ein Komplex an eine der
Target-Sequenzen zuerst adressiert, was eine verstarkte Rekrutierung der miR-122 an die
andere Bindungsstelle zur Folge hat. Der kooperative Effekt wirkt sich nachfolgend auf die
virale Translation aus. Dabei kommt es allerdings wegen der verschiedenen Affinitaten der
beiden Bindungsstellen zu einer unterschiedlichen Bedeutung der Erkennungssequenzen fur
die Translation und HCV-Akkumulation. So konnte gezeigt werden, dass bei der
kooperativen Interaktion der miR-122/Ago2-Komplexe die S1 starker an der
Proteinexpression beteiligt ist als S2. Ein ahnlicher Einfluss beider miR-122-

Erkennungssequenzen konnte fiir die Replikation bereits gezeigt werden ['** %%l Beide
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Zielsequenzen sind jedoch bei der Austibung des kooperativen Effekts fir den HCV-Zyklus
absolut notwendig, sodass der funktionelle Ausfall einer Sequenz eine starke negative
Auswirkung auf die Akkumulation hat.

Eine Aussage Uber die individuelle Beteiligung der miR-122-Zielsequenzen auf die Stabilitat
der HCV-RNA war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Ein kooperativ-stabilisierender
Effekt und eine starkere maskierende Funktion des miR-122/Ago2-Komplexes an der direkt
am 5’-Ende vom HCV-Genom befindlichen S1 ist jedoch auch hier zu vermuten ['9 200: 201
Daruber hinaus hat das Virus offensichtlich einen Mechanismus entwickelt, um die virale
RNA vor exonukleolytischem Abbau zu schitzen und zeitgleich die eigene Translations- und
Replikationsrate zu optimieren, obwohl bei der Rekrutierung zellularer Proteine an den Ort
der HCV-Replikation vielleicht unerwiinschter Weise auch die Exonuklease XRN1 mit
rekrutiert wird.

ZukUnftig ist von Interesse, welche weiteren Proteine im miRNP-Komplex an der Interaktion
von miR-122 mit der HCV-5"-UTR beteiligt sind, welche Funktionen diese erflllen und ob
sich die miRNP-Komplexe an beiden miR-122-Erkennungssequenzen sogar voneinander
unterscheiden. Zur Untersuchung der an der HCV-IRES befindlichen Proteine wurde bereits
das S1-Aptamer-enthaltende HCV-Plasmid hergestellt (Anhang 6.1.3), getestet und
modifiziert (nicht gezeigt). Aufgrund einer zu schwachen Re-Extraktion der viralen RNA
in vitro und der limitierten Zeit wurde dieses System nicht weiter optimiert. Es gilt in
zukUnftigen Projekten andere Aptamere zu finden, z.B. PC-Linker (photocleavable linker), die
eine Isolierung der HCV-RNA zusammen mit gebundenen Proteinen erlauben, um eine

Identifikation der zellularen Faktoren in Abhangigkeit der miR-122 zu ermoglichen.
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6 Anhang

6.1 Plasmidkarten

6.1.1 pFL-J6/JFH1

T7 Promotor
5-UTR

pFL-J6/JFH1
12372 bps

Polyprotein
BbVCI

Binl

SanDI

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]

5-UTR Sequenz der HCV 5’-untranslatierten Region 1 340

Sequenz fiir das Polyprotein, kodierend fiir die viralen

Polyprotein Proteine: Core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B 341 9442
3"-UTR Sequenz der HCV 3 -untranslatierten Region 9443 9677
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 11714 10881
T7-Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 12355 12372

Plasmid zur Isolation der HCV-IRES-Sequenz von J6/JFH1 (Rice Laboratorien, Rockefeller
Universitat, NY, USA) fur weitere Konstrukte zur Untersuchung der miR-122-
Bindungsstellen. Dafur wurden 432 nt der IRES Uber PCR amplifiziert, wobei das Primerpaar
die fur die Klonierung entsprechenden Schnittstellen enthielten. Die Plasmid-DNA enthalt die
komplette Sequenz von J6/JFH-1 (Subtyp 2a) einschlieRlich 5-UTR, kodierender Sequenz
fir das Polyprotein und 3-UTR. Uber einen T7-Promotor kann dieser Teil in
vitro-transkribiert werden. Die Karte zeigt auflerdem einige Erkennungssequenzen einfacher

Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.2 pUC18-Con-1-IRES-S1-HDVrz

pUC18-Con-1-IRES-S1-HDVrz

3278 bps S1-Aptamer . BarHI

Ahdl T7 Terminator SanD!

hergestellt von Dominik Conrad AWNI Peil

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
T7- Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 406 422
IRES426nt 426 nt der HCV Con-1-IRES-Sequenz 423 848

S1 Erste miR-122-Bindungsstelle in der 5-UTR 444 450

S2 Zweite miR-122-Bindungsstelle in der 5-UTR 460 465
S1-Aptamer Sequenz fiir das urspriingliche S1-Aptamer 855 899
HDVrz Sequenz fiir das Hepatitis Delta Virus-Ribozym 909 995
T7-Terminator Terminator flr die T7-RNA-Polymerase 996 1024
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 3078 2218

Plasmid zum Austausch der HCV-IRES-Sequenz von Con-1 mit der von J6/JFH1
(pFL-J6/JFH1) zur Untersuchung der miR-122-Bindungsstellen. Das Plasmid tragt den zur in
vitro-Transkription bendétigten T7-Promotor gefolgt von 426 nt der HCV-Con-1-IRES.
Dahinter befindet sich eine S1-Aptamer-Sequenz, ein kleines strukturiertes und Streptavidin-
bindendes RNA-Motiv zur Isolation von nativen in vivo-RNA-Protein-Komplexen .. Zur
Moglichkeit der Transfektion des Plasmids in T7-Polymerase exprimierende eukaryotische
Zellen wurde eine Hepatitis Delta Virus-Ribozym- (HDVrz-) Sequenz eingefligt. Diese nicht-
kodierende RNA prozessiert RNA-Transkripte durch Restriktion direkt vor ihrer eigenen
Sequenz ohne die Beteiligung weiterer viraler oder zellularer Faktoren #*®.. Am Ende befindet
sich zusatzlich eine T7-Terminator-Sequenz. Die Karte zeigt aullerdem einige

Erkennungssequenzen einfacher Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.3 pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz

AmpR

pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz

3283 bps S1-Aptamer "] BamHi

Plel SanDI
Mg: Apol
EcoRI
Miv1

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
T7-Promotor Promotor fiir die T7 RNA Polymerase 405 421
IRES432nt/ 432 nt der HCV J6/JFH1 IRES Sequenz 422 853
S1 Erste miR-122 Bindungsstelle in der 5-UTR 442 448
S2 Zweite miR-122 Bindungsstelle in der 5-UTR 458 463
S1-Aptamer Sequenz fiir das urspriingliche S1-Aptamer 860 904
HDVrz Sequenz fiir das Hepatitis Delta Virus Ribozym 914 1000
T7-Terminator Terminator flr die T7 RNA Polymerase 1001 1047
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 3083 2223

Plasmid zur Herstellung von HCV-5-UTR-RNA zur Untersuchung der miR-122-
Bindungsstellen. Die DNA-Matrize fur die in vitro-Transkription wird tber PCR generiert um
ein exaktes Ende der IRES fur die co-IP zu erhalten (363 nt).

Das Plasmid enthalt das Grundgerist von pUC18-Con-1-IRES-S1-HDVrz und enthalt
ebenso den T7-Promotor und -Terminator, die S1-Aptamer-Sequenz zur Isolation der
HCV-RNA aus Zelllysat und eine HDV-Ribozym- (HDVrz-) Sequenz zur Generierung eines
exakten Sequenzendes. Die Lange der IRES Sequenz von J6/JFH-1 betragt hierbei 432 nt
und wurde Uber Primer mit Schnittstellen fir Hindlll und BamHI in der PCR ampilifiziert und
anschliefend in den praparierten Vektor ligiert. Die Karte zeigt aullerdem einige

Erkennungssequenzen einfacher Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.4 pGEM-4Z-FLuc-Poly(A)

Eco ICRI

Sac |
Spe | AccB5l
Kpn'|
Sma |
Xma |
Bam HI
Big |
Sacll
Not |
Eag |

Poly(A)

pGEM-4Z-Fluc-Poly(A) FLuc

Sphl

N\ Bsu 361
BstEll

4271 bps

BsrGl

Psil

T7 Promotor

AlwNI
Hindill

hergestellt von Lisa Loew

Pvull

Peil

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
poly(A) Sequenz fiir den poly(A)-Bereich von 62 nt 67 6

FLuc Kodierende Sequenz fir die Firefly Luciferase 1761 109
T7-Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 1791 1772
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 3831 2971

Plasmid zur Expression des Reporterproteins Firefly-Luciferase (FLuc) als interne

Transfektionskontrolle. Durch Restriktionsverdau mit Spel hinter der poly(A)-Sequenz kann

ein fur die in vitro-Transkription definiertes Ende generiert werden. Die Plasmid-DNA enthalt

einen T7-Promotor und die komplette kodierende Sequenz von FLuc, einschlieflich

poly(A)-Bereich. Die Karte zeigt aullerdem einige Erkennungssequenzen einfacher

Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.5 pUC18-J6/JFH1-IRES-hRluc-3-UTR
BstAPI
Bhe |
Eco0109]
Aatll
Aot |
Bgll

Bprm |

Cfriol

Bsal

! pUC18-J6/JFH1-IRES-hRluc-3"-UTR

4373 bps
GlyThrGlySer
AN
Sapl EcoRl

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
T7-Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 405 421
5-UTR Sequenz der HCV-5"-untranslatierten Region 422 761
S1 Erste miR-122-Bindungsstelle in der 5-UTR 442 448
S2 Zweite miR-122-Bindungsstelle in der 5-UTR 458 463
Coresant/ 33 nt der Core-kodierenden Sequenz 762 794
hRLuc Kodierende Sequenz fiir die humanisierte Renilla Luciferase | 804 1733
GlyThrGlySer Linker-Region aus den kodierenden Basen flir Glycin (Gly), 1734 1745
Linker Threonin (Thr) und Serin (Ser)
NS5B/21nt 21 nt der NS5B-kodierenden 3'-Sequenz 1746 1766
3-UTR Sequenz der HCV-3 -untranslatierten Region 1767 2002
S3 Dritte miR-122-Bindungsstelle in der 3’-UTR 1784 1790
HDVrz Sequenz fir das Hepatitis Delta Virus-Ribozym 2003 2089
T7-Terminator Terminator fur die T7-RNA-Polymerase 2090 2136
AmpR Ampicillin -Resistenzgen 4173 3313

Plasmid zur Herstellung der HCV-Reporter-RNA mit HCV-IRES und 3'-UTR. Die Produktion
der DNA-Matrize fir die Transkription erfolgt Uber PCR, um ein exaktes 3'-Ende zu
generieren. Die wichtigsten Elemente sind der T7-Promotor, die HCV-5"-UTR, ein Teil der
Core-kodierenden  Sequenz, die kodierenden Sequenz fir die humanisierte
Renilla-Luciferase (hRLuc), gefolgt von einer Linker-Region sowie einem Teil der
NS5B-kodierenden Sequenz mit abschlielender 3°-UTR. Dieses Plasmid wurde nach
meinen Vorgaben von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die Karte zeigt

aulerdem einige Erkennungssequenzen einfacher Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.6 pUC18-J6/JFH1-IRES-SP6rev-S1-HDVrz

AmpR

pUC18-J6/JFH1-IRES-SP6rev-S1-HDVrz

3313 bps

Fie 17
Miy |
Ahd |

Miy|

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
T7-Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 405 421
IRES159nt/ 159 nt der 5°-gelegenen HCV-J6/JFH1-IRES-Sequenz 422 580
S1 Erste miR-122-Bindungsstelle in der 5-UTR 442 448
S2 Zweite miR-122-Bindungsstelle in der 5°-UTR 458 463
SP6-Promotor Promotor fiir die SP6-RNA-Polymerase 598 581
IRES/273nt 273 nt der 3’-gegelgenen HCV-J6/JFH1-IRES-Sequenz 611 883
S1-Aptamer Sequenz fiir das urspriingliche S1-Aptamer 890 934
HDVrz Sequenz fiir das Hepatitis Delta Virus-Ribozym 944 1030
T7-Terminator Terminator flr die T7-RNA-Polymerase 1031 1077
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 3113 2253

Plasmid zur Herstellung der HCV-5"-UTR-antisense-RNA fir den RNase Protection Assay.
Die Produktion der DNA-Matrize fur die Transkription erfolgt Gber PCR. Das Plasmid enthalt
das Grundgerust von pUC18-J6/JFH1-IRES-S1-HDVrz und enthalt ebenso den T7-Promotor
und -Terminator, die S1-Aptamer-Sequenz und eine HDV-Ribozym- (HDVrz-) Sequenz.

Zusatzlich wurde ein SP6-Promoter in die gegenlaufige Richtung Uber hybridisierte

Oligo-Sequenzen mit Agel-Schnittstellen in die IRES-Sequenz eingesetzt. Dieser dient der

in vitro-Transkription der komplementaren HCV-RNA. Die Karte zeigt aulRerdem einige

Erkennungssequenzen einfacher Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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6.1.7 pGEM-4Z-FLuc-SP6rev-Poly(A)

‘ EcoRI

Poly(A)

Seal FLUC994nt

pGEM-4Z-FLuc-SP6rev-Poly(A)
3957 bps

Fspl
SP6 Promotor
Bl |
feal FLUC325nty
Ahd 1

T7 Promotor Mun|

Hindil

Region Beschreibung Start [nt] Ende [nt]
poly(A) Sequenz fiir den poly(A)-Bereich von 62 nt 67 6
FLUG/s04nt 994 nt der 3'-gelgegenen kodierenden Sequenz flr die 1102 109

Firefly Luciferase

SP6-Promotor

Promotor fiir die SP6 RNA Polymerase 1103 1120

325 nt der 5°-gelgegenen kodierenden Sequenz flr die

FLucszsn Firefly Luciferase 1447 1123
T7-Promotor Promotor fiir die T7-RNA-Polymerase 1477 1458
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 3517 2657

Plasmid zur Herstellung der Firefly-Luciferase- (FLuc-) antisense-RNA fur den RNase

Protection Assay als interne Kontrolle. Die Produktion der DNA-Matrize fir die Transkription
erfolgt Uber PCR. Das Plasmid enthalt das Grundgerist von pGEM-4Z-FLuc-Poly(A) und
enthalt ebenso den T7-Promotor, die FLuc-kodierende Sequenz sowie den poly(A)-Bereich.

Zusatzlich wurde ein SP6-Promoter in die gegenlaufige Richtung Uber hybridisierte

Oligo-Sequenzen mit entsprechenden Schnittstellen in die kodierende Sequenz eingesetzt.

Dieser dient der in vitro-Transkription der komplementaren FLuc-RNA. Die Karte zeigt

aullerdem einige Erkennungssequenzen einfacher Restriktionsschnittstellen im Plasmid.
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