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Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus besitzt ein einzelstrangiges, positiv orientiertes RNA-Genom und ist der Familie
der Flaviviridae zugeordnet. Aufgrund der positiven Orientierung kann das Genom nach der Infektion
von Hepatozyten direkt dem Translationsapparat der Zelle zur Verfligung gestellt werden. Das
9600 Nukleotide umfassende Genom besitzt einen offenen Leserahmen (ORF), welcher fir ein
einziges Polyprotein kodiert. Nach erfolgter co- und posttranslationaler Prozessierung entstehen die
reifen Genprodukte. Flankiert wird der ORF von zwei untranslatierten Regionen (UTRs), der 5’- und
der 3°-UTR, welche die cis-Signale fiir die Translation und Replikation der viralen RNA beinhalten. Die
5-UTR bildet eine hochkonservierte Sekundarstruktur aus, die sogenannte interne
Ribosomeneintrittsstelle (IRES), welche eine cap-unabhingige Translation ermdglicht. Weiterhin
besitzt die HCV-RNA verschiedene Erkennungssequenzen fir die leberspezifische
microRNA-122 (miR-122). Zwei dieser hochkonservierten Sequenzen befinden sich in der 5°-UTR,
welche durch eine Adressierung der miR-122, gebunden an das Argonaute2-Protein (Ago2), zu einer
Verstarkung der RNA-Replikation und Translation so wie zu einer Stabilisierung der RNA fihrt. Eine
weitere miR-122-Bindungsstelle befindet sich in der variablen Region der 3’-UTR, von der berichtet
wird, dass eine miR-122-Bindung keinen Einfluss auf die Translation hat. AuRerdem befinden sich
noch zwei hochkonservierte Erkennungssequenzen in der Nicht-Struktur-Protein 5B
(NS5B)-kodierenden Region des HCV-Genoms.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Interaktion von miR-122/Ago2-Komplexen mit der
NS5B-kodierenden Region und der 3°-UTR der Hepatitis C Virus-RNA. Es konnte durch
co-Immunoprazipitationen gezeigt werden, dass der miR-122/Ago2-Komplex an die drei
Erkennungssequenzen in der NS5B-Region und der 3°-UTR hybridisiert. Die Starke der Bindung hangt
jedoch sowohl vom verwendeten Genotypen ab, als auch davon, wie zugdnglich die jeweilige
Erkennungssequenz fir den Komplex vorliegt. Zusatzlich konnte noch die in der Arbeitsgruppe
Niepmann aufgestellte Theorie, dass eine Bindung der miR-122 an ihre seed-target-Sequenz in der
3’-UTR der HCV-RNA nur in Kombination mit einer zusatzlichen 4 Nukleotide langen Sequenz
(supplemental-Region) moglich ist, widerlegt werden. FlUr eine Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die 3°-UTR genligt die seed-target Sequenz. AuRerdem konnte die
Bindung durch das Einbringen von Mutationen in allen drei Erkennungssequenzen unterbunden
werden. Des Weiteren konnte durch die Verwendung von HCV-Reporter-Konstrukten gezeigt
werden, dass die Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die 3’-UTR zu einer Reduktion der
Translation fiihrt, dies jedoch nur in Kombination mit einer miR-122-Bindung an die 5°-UTR. Diese
Ergebnisse sind Voraussetzung fir die weitergehende Untersuchung der Rolle dieser

miR-122-Bindungsstellen im HCV-Replikationszyklus.



Summary

The Hepatitis C Virus has a positive-sense single-stranded RNA genome and belongs to the family of
Flaviviridae. Due to the positive orientation of its genome, the virus RNA can be translated directly
after infecting hepatocytes. The 9600 nucleotides long HCV genome contains a single open reading
frame (ORF) encoding one polyprotein that is processed to yield the mature proteins. The ORF is
flanked by two untranslated regions (UTRs), the 5’- and 3’-UTR, containing cis-signals for translation
and replication of the viral RNA. At the 5-end a highly structured region forms an internal ribosome
entry site (IRES) for cap-independent translation initiation. Moreover, the HCV RNA has various
target sequences for the liver-specific microRNA-122 (miR-122). Two highly conserved sequences are
located in the 5’-UTR. Binding of miR-122 and its associated argonaute2 protein (Ago2) to these
regions leads to an increase in RNA replication, translation and stabilisation. Another
miR-122 binding site is located in the variable region of the 3’-UTR, which had been proposed to have
no influence on HCV translation. Furthermore, two highly conserved binding sites are found in the
nonstructural protein 5B (NS5B) coding region of the HCV genome.

The aim of this study was the analysis of the interaction of the miR-122/Ago2 complex with the
NS5B coding region as well as with the 3’-UTR of the HCV RNA. According to co-immunoprecipitation
experiments, the miR-122/Ago2 complex binds to all three sites with different strength, depending
on genotype and structural accessibility. Moreover, the theory by the Niepmann group that four
additional nucleotides (supplemental region) are required for a correct binding of miR-122 to its
seed-target sequence in the 3’-UTR is disproved. In contrast, the seed-target sequence is sufficient
for the hybridisation of the miR-122/Ago2 complex to the 3’-UTR. Mutations in all three miR-122
sites resulted in the inhibition of any miR-122 binding to these regions. Furthermore, experiments
with HCV reporter constructs show decreased translation efficiency caused by the hybridisation of
the miR-122/Ago2 complex to the 3’-UTR only when miR-122 was additionally binding to the 5’-UTR.
These results are the requirement for further experiments to examine the HCV replication cycle in

full length HCV RNA experiments.
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1 Einleitung

Als Begriinder der modernen Virologie gilt Dimitri I. Iwanowski (1864—1920), welcher 1892 durch die
Erkenntnis der Ultrafiltrierbarkeit des Tabakmosaikvirus erstmals zwischen Bakterien und Viren
unterschied und so den Begriff des Virus pragte.

Viren (virus, lateinisch: Gift) sind infektiose Partikel, welche ihre Erbinformation in Form von DNA
oder RNA in einer Proteinhiille, dem sogenannten Kapsid, verpacken. Bei einigen Viren wird diese
Proteinhiille zuséatzlich von einer duBeren Lipidmembran umhillt, die sowohl virale als auch zellulare
Glykoproteine beinhalten kann. Da sie keinen eigenen Stoffwechsel besitzen, sind sie fir ihre
Vermehrung auf eine lebende Wirtszelle angewiesen. Ist das Virus in die Wirtszelle eingedrungen,
beeinflusst es den Zellstoffwechsel dahingehend, neue viruseigene Komponenten zu synthetisieren.
Diese werden anschliefend zusammengebaut und als reife, infektidse Viruspartikel (Virionen)
freigesetzt.

Viren infizieren Menschen, Tiere, Pflanzen und Bakterien (Bakteriophagen). Die Virusbindung an die
jeweilige Wirtszelle ist dabei sehr stark von spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache abhangig.
Viren werden zunadchst nach dem sogenannten Baltimore-Schema in einzel- oder doppelstrangige
DNA- bzw. RNA-Viren unterteilt, wobei einzelstrangige RNA-Viren zusatzlich nach der Orientierung
ihres Genoms in positiv oder negativ untergliedert werden. Als weiteres Unterscheidungsmerkmal
dienen auch morphologische Merkmale, wie das Vorhandensein oder Fehlen einer Hiille.

Bis vor einigen Jahren konnte allgemein festgehalten werden, dass Viren mit einem Durchmesser von
20-400 nm um ein vielfaches kleiner als Bakterien und im Lichtmikroskop nicht zu erkennen sind. Im
Jahr 2013 wurden jedoch von einem internationalen Forscherteam [1] sogenannte Pandoraviren
entdeckt. Mit einem Durchmesser von knapp 1 um und einer Genomgrofle von mehreren
Megabasen sind sie groRer als einige Bakterien. Ebenfalls iberraschend war, dass etwa 93 % der
Gene vollig fremdartig sind und sich auf keinen derzeit bekannten Zellstammbaum zuriickfiihren

lassen.

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde zunachst als Ausléser der non-A, non-B Hepatitis betrachtet, da es
zwar die Leber befillt, jedoch nicht mit den bis dahin (blichen Nachweismethoden fiir Hepatitis
identifiziert werden konnte. Erst 1989 [2] gelang durch molekulare Untersuchungen die Zuordnung in
die Familie der Flaviviridae. Dabei handelt es sich um Viren mit einem Positivstrang-RNA-Genom,
welche von einer zelluldren Membran umbhiillt sind. Die Familie der Flaviviridae unterteilt sich in vier
Genera: Flavivirus mit dem der Familie namensgebendem Gelbfiebervirus (flavus, lateinisch: gelb),

Pestivirus, Pegivirus [3] und als vierte Gattung die Hepaciviren, welcher das HCV und das kirzlich



entdeckte GBV-B [4] zugeordnet sind [5]. Aufgrund der hohen Variabilitdt der Viren konnten in den
vergangen Jahren 7 Genotypen identifiziert werden, welche sich weiter in 67 Subtypen unterteilen
lassen [6]. Die am haufigsten vorkommenden Genotypen sind 1-3, die Genotypen 4-6 kommen
geographisch nur sehr begrenzt vor [7; 8; 9].

Trotz seiner hohen Variabilitat infiziert HCV ausschlieBlich Menschen und Schimpansen, wobei der
Mensch den einzigen natiirlichen Wirt darstellt. Der hiufigste Ubertragungsweg erfolgt tiber den
Gebrauch von kontaminierten Injektionsnadeln, aber auch (ber Bluttransfusion oder sexuelle
Infektion. Laut Weltgesundheitsorganisation (engl.: World Health Organisation; WHO) sind 3 % [10]
der Weltbevolkerung infiziert. Trotz des meist asymptomatischen Verlaufs einer akuten Infektion
kommt es bei rund 80 % der Infizierten zur Ausbildung einer chronischen Erkrankung. Im Laufe der
Jahre entwickeln sich bei 25 % dieser Patienten eine Leberzirrhose oder es kommt zur Bildung eines
Karzinoms [11], weshalb diese Krankheit etwa 500.000 Tote pro Jahr fordert.

Es ist zwar derzeit keine Impfung moglich, jedoch gibt es inzwischen gute Therapieformen. Je nach
Genotyp kann jeder Patient individuell mit einer Kombinationstherapie der existierenden
Medikamente eingestellt werden. Die momentan zugelassenen Medikamente lassen sich in
verschiedene Wirkgruppen einteilen: konventionelle Substanzen, wozu die zur Ersttherapie
bekannten Medikamente Interferon und Ribavirin gehéren, Proteaseinhibitoren, NS5A-Inhibitoren,
nicht-nukleosidische  Polymerase  (NS5B)-Inhibitoren und  nukleo(s/t)idische  Polymerase

(NS5B)-Inhibitoren [12].

1.1.1 Struktur und Genom von HCV

HCV hat einen Durchmesser von ca. 80 nm [13]. Es besitzt ein einzelstrangiges, positiv orientiertes,
9600 Nukleotide groRes RNA-Genom, welches von einem Nukleokapsid aus viruskodierten
Core-Proteinen umgeben ist [14]. Das Nukleokapsid wird von einer der Wirtszelle stammenden
Lipidmembran umhdillt, in die die viralen Oberflaichenproteine E1 und E2 (E = Envelope; dt.: Hille)
verankert sind. Die nativen, infektiosen Virenpartikel sind haufig mit Lipoproteinen assoziiert

[15; 16; 17], welche das Anheften an die Wirtszelle erleichtern [18] (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Modell des Hepatitis C Viruspartikels

Das einzelstrangige (engl.: single strand; ss)
RNA-Genom wird von einem Nukleokapsid aus
Core-Proteinen umgeben. Das Nukleokapsid wird
Lipoprotein- & umhillt von einer Lipidmembran in welcher die
Partikel Glykoproteine, E1 und E2 verankert sind. Die viralen
Partikel werden von Lipoproteinpartikeln umgeben

E2 (modifiziert nach [19]).

Lipidmembran




Aufgrund der positiven Orientierung des HCV-Genoms kann es, wie eine zellulare mRNA, direkt dem
Translationsapparat der Zelle zur Verfligung gestellt werden. Das 9600 Nukleotide lange Genom hat
einen offenen Leserahmen (engl.: open reading frame, ORF), welcher fiir ein einziges Polyprotein
kodiert. Durch dessen co- und posttranslationale Prozessierung entstehen die jeweiligen
Struktur- und Nicht-Struktur (NS)-Proteine. Flankiert wird das Genom von zwei nicht-kodierenden
Regionen (engl.: untranslated region, UTR), der 5'-UTR und 3°-UTR, welche die cis-Signale fiir die
Translation und Replikation der viralen RNA beinhalten [19; 20; 21; 22]. Abbildung 1.2 zeigt die

schematische Darstellung des HCV-Genoms mit seinem prozessierten Polyprotein.
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Abbildung 1.2: Schema des HCV-Genoms

Das HCV-Genom besteht aus 9600 Nukleotiden, welche einen offenen Leserahmen (ORF) bilden, durch den ein einziges
Polyprotein kodiert wird. Flankiert wird es von zwei nicht-kodierenden Regionen (UTR), der 5°-und 3’-UTR. Die 5-UTR
beinhaltet die IRES, welche eine cap-unabhdngige Translation ermoglicht. Die 3-UTR besteht aus einer variablen
Region (VR), einem Poly(U/C)-Trakt und der 3°X-Region. Durch die co- und posttranslationale Prozessierung des
Polyproteins werden die jeweiligen Strukturproteine Core, E1 und E2 und die Nicht-Struktur-Proteine (p7, NS2-5) gebildet.
Aminosaure-Nummern sind oberhalb der Proteine angegeben. Die Pfeile indizieren die Spaltung durch die HCV NS2-3 und
NS3-4 Proteasen; schwarze Rauten stellen Spaltungsstellen fir Signalpeptidasen des Endoplasmatischen Retikulum dar und
die weile Raute zeigt die C-terminale Prozessierung des Core-Proteins durch eine Signal-Peptid-Peptidase. Die Kreise
unterhalb von E1 und E2 weisen auf die Glykosilierung der Envelope-Proteine hin. Die Funktionen der einzelnen Proteine
sind aufgelistet (modifiziert nach [21]).



Wie bereits oben erwahnt kodiert der ORF fiir ein einziges Polyprotein, welches im Ganzen
translatiert und anschlieBend am rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) proteolytisch in 10 virale
Proteine gespalten wird. Die Proteine lassen sich in Struktur-und NS-Proteine unterteilen. Die
Strukturproteine werden durch Signalpeptidasen des ER in das Core-Protein und die beiden
Oberflachenproteine E1 und E2 gegliedert. Das Core-Protein hat eine molare Masse von 21 kDa und
bildet durch die Interaktion mit der viralen RNA das Nukleokapsid [23]. AuBerdem scheint es durch
die Assoziation mit sogenannten lipid droplets eine Rolle bei der Replikation der HCV-RNA und der
Morphogenese infektioser Viruspartikel zu spielen [24]. Die Hillproteine E1 und E2 sind stark
glykosylierte Transmembranproteine, welche Heterodimere bilden und Bestandteile der HCV-Hiille
darstellen [25]. Trotz der Ahnlichkeit der Proteine ibernehmen sie bei der Virusentstehung doch sehr
unterschiedliche Aufgaben. Wahrend E2 fiir die Anheftung des Virus an die Wirtszelle verantwortlich
ist, spielt E1 eine Rolle bei der Absorption und Freisetzung der viralen RNA [26; 27].

Zu den NS-Proteinen gehoren: p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Das integrale
Membranprotein p7 wird der Familie der Viroporine zugeordnet und scheint die Funktion eines
Kalzium-lonenkanals zu erfillen [28; 29; 30]. Die weiteren NS-Proteine werden durch zwei virale
Proteasen gespalten, die NS2-NS3 Autoprotease und die Serinprotease NS3. Erstere ist eine
Zink-abhangige Metalloprotease, welche nur fiir die Spaltung zwischen NS2 und NS3 verantwortlich
ist. AnschlieBend verliert sie ihre Aktivitdat und wird im Proteasom degradiert [31]. Die Serinprotease
NS3 dahingegen ist zusammen mit ihrem Co-Faktor NS4A fir alle weiteren Spaltungen des
Polyproteins verantwortlich [32]. Zusatzlich besitzt sie an ihrem C-terminalen Ende eine
Helikase- und NTPase-Aktivitdt, welche bei dem Entwinden der RNA wahrend der Replikation wichtig
ist [33]. NS4B ist ein integrales Membranprotein und wird fiir die Ausbildung des membranous web
bei der Replikation bendtigt [34; 35]. Das Phosphoprotein NS5A ist involviert in den Zusammenbau
von Virionen und in die Bildung eines funktionellen Replikationskomplexes [36; 37]. NS5B ist eine

RNA-abhangige RNA-Polymerase [38].

1.1.1.1 Die HCV-5"-UTR

Die 5-UTR des HCV stellt eine hochkonservierte sekundare Struktur dar, welche von vier
Haarnadelstrukturen gebildet wird und in den meisten Isolaten eine Lange von 341 Nukleotiden
aufweist [39]. Die Haarnadelstrukturen | und Il spielen eine grolRe Rolle bei der Replikation [40]. Die
Bereiche II-1V, zusammen mit einem Teil der Core-kodierenden Region, bilden die sogenannte
interne Ribosomeneintrittsstelle (engl.: internal ribosome entry site; IRES), welche eine
Cap-unabhéngige Translation des viralen Genoms ermaglicht [39; 41; 42; 43]. Ohne das Mitwirken
eukaryotischer Initiationsfaktoren (elF) kommt es zu einer direkten Bindung der

40S-Ribosomen-Untereinheit, wodurch sich ein stabiler Pra-Initiationskomplex ausbilden



kann [44; 45; 46]. Jedoch kann die Bindung durch die Anwesenheit von elF3 verstarkt werden. In

Abbildung 1.3 ist die Sekundarstruktur der HCV-5"-UTR dargestellt [47].
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Abbildung 1.3: Sekundarstruktur der HCV-5"-UTR
Die HCV-5'-UTR besteht aus vier Domanen, beschriftet
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Im Jahr 2015 konnten von Fricke, Diinnes et al. [48] bioinformatische Strukturanalysen durchgefiihrt

werden, welche alternative sekunddre Strukturen der 5°-UTR (Abbildung 1.4) und der NS5B-

kodierenden Region zusammen mit der 3’-UTR (Abbildung 1.5) in einigen Bereichen des HCV-Genoms

darlegten.
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1.1.1.2 Die HCV-3"-UTR

Die 3’-UTR des HCV setzt sich aus drei Bereichen zusammen: die variable Region (VR), ein
Poly(U/C)-Trakt und eine 3'X-Region. Alle drei Regionen sind zusammen mit bestimmten Bereichen in
der NS5B-kodierenden Region, den sogenannten cis-acting replication elements (CREs), an der
Replikation beteiligt [49]. Des Weiteren stimuliert die 3’-UTR die HCV-Translation in cis, was
sicherstellt, dass nur komplette, nicht degradierte virale Genome effizient translatiert und repliziert
werden [50; 51; 52]. Abbildung 1.5 zeigt die Sekundarstruktur der 3"-UTR und, wie auch schon fiir die

5°-UTR in Abbildung 1.4, eine alternative sekundére Struktur nach Fricke, Diinnes et al. 2015 [48].
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Abbildung 1.5: Sekundarstruktur der NS5B-kodierenden Region und der 3°-UTR des HCV-Genoms

Dargestellt sind die 3"-UTR des HCV-Genoms mit einem Teil der NS5B-kodierenden Region; A: 3°-UTR mit ihrer variablen
Region, dem Poly(U/C)-Trakt und der 3°X-Region [49]. B: alternative Sekundarstruktur der 3’-UTR mit Teilen der
NS5B-kodierenden Region und dem CRE-Element: cis-acting replication element; bekannte (schwarz) und neue (grau)
Strukturen [48]. SL: stem-loop, VR: variable Region, DLS: dimer linkage sequence

1.1.2 Vermehrungszyklus des HCV

HCV repliziert im Zytoplasma von Hepatozyten [53]. Gebunden an Lipoprotein-Partikel
(LDL; engl.: low-density lipoprotein) zirkuliert es im Blut bis es die Leber erreicht. Durch affine
Bindungen an die Zelloberfliche der Wirtszelle wird das Anheften an spezifische
Oberflachenrezeptoren wie des LDLR (engl.: low-density lipoprotein-receptor),
SCARB1 (Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ 1) und GAG (Glycosaminoglycan) erleichtert [54; 55].
AnschlieBend erfolgt ein Transfer des Virus-Partikels an die Proteine CLDN1 (Claudin-1) [56] und
OCLN (Occludin) [57], welche Bestandteile von tightjunctions (dt.: dichte Verbindung)
darstellen [58]. Der Eintritt in die Wirtszelle erfolgt dann lber eine Clathrin-vermittelte Endozytose.
Die anschliefende Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma der Wirtszelle erfolgt Aufgrund

eines niedrigen pH-Wertes, welcher eine Konformationsanderung der Fusionsproteine im Endosom



hervorruft. Dadurch kommt es zu einem Verschmelzen der HCV-Hillmembran mit der zelluldren
Membran und das Virus wird aufgenommen [59; 60]. Dabei spielt die spezifische Wechselwirkung
zwischen den viralen Hillproteinen E1 und E2 und dem CD81-Rezeptor (Tetraspanin-Rezeptor)

ebenfalls eine Rolle [61]. Der Vermehrungszyklus des HCV ist in Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abbildung 1.6: Vermehrungszyklus von HCV

Das mit Lipoproteinen assoziierte HCV erkennt spezifisch verschiedene Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle und lagert
sich an diese an (1). Durch eine Rezeptor-vermittelte Endozytose (2) wird das Viruspartikel aufgenommen und die virale
RNA in das Zytoplasma freigesetzt (3). Am rauen ER erfolgt die IRES-vermittelte Translation und Prozessierung des
Polyproteins (4). Danach bilden sich am membranous web Replikationskomplexe aus und es kommt zur Amplifikation von
negativ und positiv orientierten RNA-Strangen (5). Ebenfalls werden neue Virusbestandteile synthetisiert (6). Anschlieend
wird ein neues infektioses Virus-Partikel zusammengebaut (7) und Uber einen sekretorischen Weg aus der Wirtszelle
ausgeschleust (8). CD: cluster of differentiation (dt.: Unterscheidungsgruppe); CLDN1: Claudin 1; GAG: Glycosaminglycan;
LDLR: low-density lipoprotein-receptor; OCLN: Occludin; SCARB1: Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ 1 (modifiziert nach [54]).

Das freigesetzte RNA-Genom kann aufgrund seiner positiven Orientierung direkt zur
IRES-vermittelten Translation am zelluldren rauen ER verwendet werden. Dabei nutzt es zur Synthese
den zelluldaren Translationsapparat. Das synthetisierte Polyprotein wird co- und postranslational in
die Struktur- und NS-Proteine prozessiert (Kapitel 1.1.1, Abbildung 1.2). Nach der Prozessierung
kommt es zwischen den HCV-NS-Proteinen und Membranvesikeln des ER zur Ausbildung eines
membranous web, welches den Bereich der Replikation darstellt [62]. Induziert wird die Bildung

dieses Geflechts durch das Protein NS4B [34; 35; 63]. Bei der Replikation wird zunachst der



positiv-orientierte RNA-Einzelstrang als Matrize fiir die Synthese eines Einzelstrangs mit negativer
Orientierung verwendet. Dieser wird anschlieBRend wiederum als Vorlage fiir die Replikation von
positiv-orientierten RNA-Einzelstrangen genutzt, welche neu translatiert, repliziert oder in Viren
verpackt werden kénnen. Das Schliisselenzym fir die Replikation neuer RNA-Genome ist die virale
RNA-abhéngige RNA-Polymerase (NS5B) [19; 64].

Auch heute ist der Prozess des Zusammenbaus und der Freisetzung infektioser Viruspartikel nicht
vollstandig aufgeklart. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl lipid droplets [65; 66] als auch
der endosomal-sorting complex required for transport (ESCRT)-Weg [67; 68] eine entscheidende Rolle
bei der Bildung von infektiosen Viruspartikeln darstellen. Die neu entstandenen Virionen werden nun
in die Membran des ER Uber den sogenannten budding-Prozess aufgenommen und auf

sekretorischem Weg freigesetzt [69].

1.2 Molekulare Mechanismen der Translation

Die Translation von HCV wird nicht wie bei der eukaryotischen Translation Uber eine Cap-Struktur am
5’-Ende der mRNA initiiert, sondern wie bei vielen anderen Positivstrang-Viren durch eine hoch
konservierte sekundare Struktur, die IRES. Dadurch kommt es im Vergleich zu einer Cap-abhangigen
Translation zur Ausbildung eines vollkommen anderen Initiationskomplexes, welcher im Detail in den

nachfolgenden Kapiteln ndher beschrieben wird.

1.2.1 Cap-abhangige Initiation der Translation

Die Cap-Struktur der eukaryotischen mRNAs befindet sich an deren 5°-Ende und wird durch eine
5°-5'-Triphosphatbindung des Cap-Nukleotides (7-methyl Guanosin; m’GpppN) mit dem ersten
Nukleotide der RNA gebildet. Sie dient dem Schutz der RNA vor dem Degradieren durch
Exonukleasen, spielt eine wichtig Rolle bei dem Transport der RNA aus dem Kern ins Zytoplasma und
dient der Translationsinitiation.

Die Translationsinitiation ist ein komplexer Prozess, welcher durch mehrere elFs gesteuert wird. Als
erster Schritt bildet sich ein Komplex bestehend aus elF1, elF1A und elF3 welcher sich an die kleine
40S-Untereinheit (UE) des Ribosoms anlagert. Dadurch kommt es zu einer Dissoziation des Ribosoms
in seine beiden UE und ein erneutes Zusammenlagern wird blockiert [70]. Nun wird der
43S-Pra-Initiationskomplex gebildet, indem sich ein terndrer Komplex, bestehend aus der
Methionin-beladenen Initiator-tRNA (tRNAM®) und dem elF2, gekoppelt an GTP, an die 40S-UE
anlagert [71]. Unterstitzt wird diese Komplexbildung durch elF5, welcher an die B-UE des elF2 bindet
und als Co-Faktor fungiert [72]. Uber die Bindung von elF4E an die Cap-Struktur formiert sich ein

weiterer Komplex, der elF4F-Komplex, direkt an der mRNA. Weitere Faktoren sind elF4A, elF4B,



elF4G und elF4H. Die beiden Komplexe werden durch die Interaktion zwischen elF3 und elF4G
miteinander verbunden [73; 74]. Der elF4A besitzt eine Helikase-Aktivitdt und kann, zusammen mit
den Co-Faktoren elF4B und elF4H, Sekundérstrukturen in der zu translatierenden RNA auflésen [75].
Ist dieser Initiationskomplex entstanden, erfolgt das Ablesen der RNA bis zu einem initialen
AUG-Start-Codon [76]. Wurde ein solches erkannt, 16st sich elF1 aus dem Komplex und elF5 induziert
die Hydrolyse des an elF2 gebundenen GTP, so dass beide den ternaren Komplex verlassen [77].
Nachdem die restlichen elFs den Komplex verlassen haben kann die 60S-Ribosomen-UE, unter
Ausbildung eines 80S-Ribosoms an die kleine 40S-UE binden, wodurch die Elongationsphase der

Proteinsynthese beginnt [78]. Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 1.7 schematisch dargestellit.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der eukaryotischen Translationsinitiation

Durch die Bildung eines Komplexes aus elF1, elF1A und elF3 und der Anlagerung an die 40S-UE des Ribosoms kommt es zu
einer Dissoziation der beiden Ribosomen-UE (1). Ein terndrer Komplex, bestehend aus tNRAi'vIEt gebunden an elF2-GTP,
bildet sich (2) und bindet ebenfalls an die 40S-UE unter Ausbildung des 43S-Pra-Initiationskomplexes (3). Dieser Komplex
bindet zusammen mit dem elF4F-Komplex die mRNA (4) und das Ablesen der RNA beginnt (5). Wird ein AUG-Start-Codon
erkannt, kommt es zur Hydrolyse des GTP (6), die elFs fallen ab und die 60S-Ribosomen-UE lagert sich mit der 40S-UE zu
einem 80S-Ribosomenkomplex zusammen (7). Die Elongation der RNA beginnt (modifiziert nach [47]).



Die Translationsinitiation kann durch eine Zirkularisierung des Initiationskomplexes mit dem
Poly(A)-Schwanz der zu translatierenden mRNA stimuliert werden [79]. Dabei kommt es zu einer
Interaktion von elF4G mit einem Poly(A)-Bindeprotein (engl.: Poly(A) binding protein, PABP), welches
sich an der angehangten Poly(A)-Kette der mRNA befindet (Abbildung 1.8). Diese Strukturbildung
flihrt zu einer stabileren Bindung des elF4F-Komplexes an die mRNA und verstarkt dadurch die
Effizienz der Initiation der Translation und moglicherweise auch die Geschwindigkeit einer

Re-Initiation.

Abbildung 1.8: Zirkularisierung der mRNA
Schematische Darstellung der Interaktion des
Translations-Initiationskomplexes  mit  dem
Poly(A)-Schwanz der mRNA [80].

AAAAAAAAAA

1.2.2 IRES-abhdngige Initiation der Translation

Die IRES-Strukturen sind hoch komplexe sekundare Strukturen an den 5°-Enden von RNA-Viren,
welche es den Viren ermoglichen eine Cap-unabhangige Translationsinitiation einzuleiten. Erstmals
entdeckt wurden diese Strukturelemente durch Studien an Polioviren (PV) und
Encephalomyokarditis-Viren (EMCV) [81; 82]. Seitdem konnten 4 verschiedene Typen von
IRES-Strukturen klassifiziert werden (Abbildung 1.9), wobei die Unterscheidung aufgrund ihrer
Sequenz, der Sekundarstruktur und der Art und Weise, wie die Ribosomen an den Startpunkt
rekrutiert werden, erfolgt. In die Familie der Picornaviridae gehéren Typ | mit den Entero-und
Rhinoviren, Typ Il mit den Cardio-und Aphthoviren und Typ Ill mit den Hepatoviren. Typ IV der
IRES-Strukturelemente gehort jedoch zu der Familie der Flaviviridae und umfasst die Pestiviren und

HCV [83; 84].
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der verschiedenen IRES-Typen

Die mit I-1V bezeichneten Abbildungen zeigen die schematischen Darstellungen der Typ I-IV IRES-Strukturelemente. In die
Familie der Picornaviridae gehtren Typ I-Ill mit; Entero-und Rhinoviren (1), Cardio-und Aphthoviren (Il) und Hepatoviren (Ill).
Typ IV mit Pestiviren und HCV gehért zu der Familie der Flaviviridae (IV). Haarnadelstrukturen sind mit romischen Zahlen
beschriftet, miR: Bindungsstellen fir die microRNA-122, py: Oligopyrimidin-Trakt; *: tRNA &hnliche Struktur.
(modifiziert nach [84]).

Die IRES von HCV ist in allen HCV-Subtypen hoch konserviert und setzt sich aus den
Haarnadelstrukturen II-1V und einem Teil der Core-kodierenden Region zusammen (Abbildung 1.3).
Im Gegensatz zu der Cap-abhangigen Translationsinitiation bendétigt die IRES-abhangige Initiation
lediglich 3 eukaryotische Initiationsfaktoren, elF3, elF2 und elF5, was bedeutet, dass sie vollkommen
unabhangig von dem elF4F-Komplex auskommt.

Die IRES enthdlt eine tRNA-dhnliche Struktur in der Haarnadelstruktur 1V, den sogenannten
Pseudoknoten (Abbildung 1.4 PK). Dieser enthdlt das AUG-Start-Codon und bindet die kleine
40S-Ribosomen-UE ohne irgendwelche elFs direkt an die IRES [45; 85]. Nach der Bindung der 40S-UE

kommt es zu einer Strukturverdanderung der Haarnadelstruktur IV, um das AUG-Start-Codon direkt in



der P-Stelle des Ribosoms zu platzieren [86]. Anschliefend bindet elF3 in der apikalen Region von
Haarnadelstruktur Il [87] und assoziiert direkt mit der 40S-ribosomalen UE [74; 88]. elF3 ist fir
diesen Schritt der Initiation nicht unbedingt notwendig, jedoch fiir die Bildung und Stabilisierung des
80S-Ribosomenkomplexes [47]. Es folgt die Bindung des terndaren Komplexes, bestehend aus elF2
assoziiert mit der tRNAY“Initiator-tRNA und GTP, an die 40S-UE. Fir die Erkennung des
AUG-Start-Condons durch den terndaren Komplex dient elF5, welcher zusatzlich noch als
GTPase-Aktivator-Protein fir elF2 fungiert [44]. Nach der Hydrolyse des GTP durch elF5 kommt es zur
Bindung der 60S-Ribosomen-UE und dem Losen der elFs, wobei elF3 mit dem Ribosom assoziiert
bleibt [89]. Es bildet sich der 80S-Initiationskomplex. Abbildung 1.10 zeigt eine schematische
Darstellung der oben beschriebenen Vorgange. In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das
Vorhandensein der 3’-UTR die Translationseffizienz verstarken kann [52]. Es wird vermutet, dass es
ebenfalls zu einer Zirkularisierung der 3’-UTR mit der 5-UTR kommt. Jedoch konnte der genaue

Mechanismus noch nicht aufgeklart werden.
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Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der IRES-abhdngigen Translationsinitiation bei HCV

Die Initiation beginnt mit der direkten Bindung der 40S-Ribosomen-UE an die IRES, in Abwesenheit irgendwelcher elFs (1).
AnschlieBend bindet der eIFZ-GTP-tRNAiMet-KompIex und elF3 an die Oberflache der 40S-ribosomalen UE (2). Es kommt zur
GTP-Hydrolyse, gefolgt von der Anlagerung der 60S-Ribosomen-UE an die 40S-Ribosomen-UE unter Ausbildung eines
80S-Ribosomenkomplexes (3). Die Elongation der RNA beginnt (modifiziert nach [47]).

1.2.3 IRES-trans-aktivierende Faktoren

Die IRES-abhangige Translation benétigt neben den elFs noch weitere zelluldare RNA-bindende
Proteine, um die Translationseffizienz zu steigern, die sogenannten IRES-trans-aktivierenden
Faktoren (ITAFs). Diese Proteine sind normalerweise in verschiedene Bereiche des zelluldren
RNA-Metabolismus involviert, spielen jedoch bei der Cap-abhangigen Translation selten eine Rolle.
Erst durch die Bindung an bestimmte Bereiche der HCV-IRES nehmen sie einen stimulierenden oder
inhibierenden Einfluss auf die Translation ein. Die fur HCV identifizierten ITAFs sind das La-Protein,

NSAP1 (engl.: mice minute virus NS1-associated protein 1), hnRNP D und L (engl.: heterogeneous



nuclear ribonucleoprotein), IMP-1 (engl.: inner membrane protease), LSm1-7 (engl.: Like Sm protein),
Gemin5 (engl.: Gem-associated protein 5), PTB (engl.: polypyrimidine tract-binding protein) und
PCBP2 (engl.: poly(rC)-binding protein 2). Die meisten ITAFs besitzen mehrere RNA-Bindedomanen,
wie das RNA-Erkennungs-Motiv (engl.: RNA recognition motif, RRM) [90], die KH(K homolog)-Doméne
[91] oder die La-Protein Domane [92]. Uber diese Domanen kdnnen die Proteine mit der HCV-RNA
interagieren. AuBerdem kdnnen einige dieser RNA-Bindeproteine ebenfalls miteinander interagieren,
so zum Beispiel La mit LSm1-7 [93], hnRNP D mit hnRNP L [94] und NSAP1 mit dem SMN-Komplex
(engl.: survival of motor neurons), welcher Gemin5 enthalt [95]. Zuséatzlich kann NSAP1 mit der
40S-ribosomalen UE interagieren [96]. Die genaue Funktionsweise der ITAFs ist in

Niepmann 2013 [97] zusammengefasst. Eine Ubersicht der ITAFs ist in Abbildung 1.11 dargestellt.
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Abbildung 1.11: IRES-trans-aktivierende Faktoren von HCV

Dargestellt sind die verschiedenen IRES-trans-aktivierenden Faktoren von HCV. Dunkelgrau: fiir eine RNA-Interaktion
wichtige Domadnen, wie das RNA-Erkennungs-Motiv (engl.: RNA recognition motif, RRM), die KH-Domane oder die
La-Protein Doméne. Rechts ist der Einfluss auf die HCV-Translation gezeigt; +: stimulierend; -: inhibierend; ( ): schwacher
Einfluss (modifiziert nach [97]).

Auller den ITAFs gibt es noch weitere Faktoren, welche die HCV-Translation stimulieren. Dazu
gehoren die microRNAs und die Argonaute(Ago)-Proteine [98; 99; 100]. Auf beide wird in den

folgenden Kapiteln genauer eingegangen.



1.3 microRNAs

Die microRNAs (miRNA) sind etwa 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende, einzelstrangige
RNA-Molekiile, welche eine wichtige Rolle bei der eukaryotischen Genregulation spielen. lhre
Funktionsweise beruht auf einer posttranslationalen Regulation der mRNAs Protein-kodierender
Gene durch eine sequenzspezifische Basenpaarung in der 3°-UTR [101; 102]. Fir diese Interaktion
lagern sich die miRNAs mit ihrer seed-Sequenz, den Nukleotiden 2—8 ihres 5'-Endes, an die 3’-UTR
der mRNA an, wobei nicht alle Nukleotide paaren missen [103]. Diese Paarungsweise fiihrt zu einer
groReren Anzahl an mRNAs, welche von einer einzigen miRNA erkannt werden [104]. Die miRNAs
fihren zu einer Repression der Ziel-mRNA durch die Bildung eines Ribonukleoprotein-Komplexes,
dem miRNA-induced silencing complex (miRISC) und der dadurch initiierten Translationsrepression,
Degradierung oder Deadenylierung der mRNA [105; 106]. Die dabei wichtigen Proteine gehdren zu
der Familie der Argonaute-Proteine. In Menschen sind vier Ago-Proteine bekannt (1-4), wobei Ago2

am haufigsten vorkommt [107].

1.3.1 Biogenese der miRNA

Die miRNAs entstehen entweder durch die Transkription von mono- oder polycistronischen
miRNA-Genen [108; 109] oder sind in sogenannten Mirtrons kodiert [110; 111]. Handelt es sich um
miRNA-Gene, werden diese durch die RNA-Polymerase Il zu langen Primaren-Molekdilen, pri-miRNAs
(engl.: primary), transkribiert. Diese lagern sich zu einer nicht perfekt paarenden Hairpin-Struktur
zusammen und werden durch die Rnase Ill Endonuklease Drosha und das doppelstrangige
RNA-bindende Protein DGCR8 (engl.: DiGeorge syndrome chromosomal region 8) in 70 Nukleotide
lange Vorldufer-Molekiile, pre-miRNAs (engl.: precursor) gespalten [112; 113; 114]. Die entstandenen
pre-miRNAs haben ein 5’-Phosphat-Ende und ein 3"-Ende mit einem Uberhang von zwei Nukleotiden
[115]. Liegen die miRNA kodiert in Mirtrons vor, werden sie durch einen Splice-Prozess direkt zu
pre-miRNAs prozessiert.

Die pre-miRNAs werden anschlieBend durch den Exportin5/Ran-GTP-Komplex, welcher spezifisch das
charakteristische Ende der pre-miRNA erkennt, aus dem Zellkern in das Zytoplasma exportiert
[116; 117]. Hier werden sie durch Dicer, assoziiert mit TRBP (engl.: human immunodeficiency virus
transactivating response RNA-binding protein), zu miRNA-Duplexen mit einer Linge von
ca. 22 Basenpaaren und zwei Nukleotide-Uberhdngen an ihren 3’-Enden gespalten [118]. TRBP
interagiert mit Ago-Proteinen und bindet die miRNA-Duplexe an diese [119]. Zusammen mit weiteren
Proteinen bilden Dicer, TRBP und Ago den sogenannten RISC-Komplex (engl.: RNA-induced silencing
complex) (Abbildung 1.12).
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Abbildung 1.12: Prozessierung von miRNAs

Die Biogenese der miRNA beginnt entweder mit der Transkription mono- oder polycistronischer miRNA-Gene oder mit dem
Splicen von Mirtrons (1). Die durch Transkription entstandene pri-miRNA wird durch Drosha und DGCRS8 zur pre-miRNA
gespalten (2). AnschlieBend werden die pre-miRNAs via Exportin5 und Ran-GTP aus dem Zellkern ins Zytoplasma
transportiert (3). Dort werden sie durch Dicer und TRBP in doppelstrangige RNAs, mit einem 5°-Phosphat-Ende und einem
2 Nukleotide Uberhangenden 3’-Ende gespalten (4). Durch das Zusammenfiihren von Dicer, TRBP, Ago2 und weiteren
Proteinen formiert sich der RISC-Komplex (5). In diesem wird die doppelstrangige RNA entwunden, der Fihrungsstrang
bleibt gebunden wahrend der Folgestrang degradiert wird (6). Nach der Bindung der Ziel-mRNA wird deren Translation oder
Stabilitdt reguliert, entweder durch Translationsrepression, mMRNA-Deadenylierung oder mRNA-Spaltung (7)
(modifiziert nach [110; 111]).

Nach der Entwindung der miRNA-Duplexe bleibt der Fihrungsstrang an Ago im RISC-Komplex
gebunden, wahrend der Folgestrang den Komplex verlasst und degradiert wird. Welcher Strang
gebunden und welcher abgebaut wird, hdangt von der thermodynamischen Stabilitdit an den
Duplex-Enden ab, wobei der am 5°-Ende weniger stabile Strang zum Flhrungsstrang wird [120; 121].

Der von Ago gebundene Fiihrungsstrang interagiert mit den Domanen des Proteins (Abbildung 1.13).



Abbildung 1.13: Schematische Darstellung des
Ago2-Proteins

Das Ago2-Protein besteht aus 4 Domaénen:
Mid-Domane: bindet das 5°-Ende der miRNA,
PIWI-Domane: interagiert mit dem
miRNA-mRNA-Duplex und hat eine Rnase-dhnliche
Struktur, PAZ-Domaéne: bindet das 3’-Ende der
miRNA und die N-Domane, deren Funktion noch
nicht bekannt ist. Rot: mRNA; gelb: miRNA
(modifiziert nach [122]).

Die Mid-und PIWI- (engl.: P-element induced wimpy testis) Domanen interagieren mit dem 5’-Ende
der miRNA. Die PAZ-Domaéne (benannt nach den Proteinen der Familien: Piwi, Argonaute und Zwille)
erkennt das 3’-Ende der miRNA und positioniert diese mit ihrer seed-Sequenz auf die komplementare
Stelle in der Ziel-mRNA [103; 122; 123; 124]. Dadurch kommt es zu einer Paarung der
RNA-Strukturen, wobei die Art der Paarung die Art der Translationsrepression bestimmt. Bei einer
perfekten Paarung wird die mRNA gespalten und degradiert, was auf die slicer-Aktivitat, aufgrund der
Rnase-dhnlichen Struktur der PIWI-Domane zurickzufihren ist [107; 125], allerdings besitzt nur Ago2
der Ago-Familie diese Aktivitat. Bildet sich jedoch eine bulge-Struktur aus, kommt es zu einer
Einlagerung der mRNA in sogenannte processing-bodies (P-bodies) [126]. P-bodies sind spezielle
Strukturen im Zytoplasma von Zellen, welche nicht benétigte mRNAs speichern, bis sie entweder
bendtigt oder abgebaut werden. Die miRNAs konnen die Translation, wie oben beschrieben aber
nicht nur reprimieren, sondern auch zu einer Stimulation fiihren [99]. Zudem hangt ihre
Wirkungsweise wohl auch von ihrem Bindungsort ab. Bindet sie in der 3’-UTR fiihrt dies zu einer
Stabilisierung der mRNA, bindet sie jedoch in der kodierenden Region reguliert sie die mRNA

Translation [127].

1.3.2 miRNA-122

Die miRNA-122 (miR-122) ist eine leberspezifische miRNA und stellt in den Hepatozyten 70 %,
ca. 135.000 Kopien/Zelle, aller miRNAs der gesamten miRNA-Population dar. Die Kodierung fir
miR-122 liegt auf Chromosom 18 und ist Teil des Exons der nicht-kodierenden RNA [128]. Es konnte
gezeigt werden, dass miR-122 eine grof3e Rolle bei der Cholesterol-Biosynthese spielt [129], ebenso
bei der Eisenhomeostase [130] und als Regulator in Leberzellkarzinomen [131]. AuRerdem hat sie
einen starken Einfluss auf die Replikation [98] und Translation von HCV [99]. Zudem konnte gezeigt
werden, dass eine Unterdriickung der miR-122-Synthese die von HCV-typischen Erkrankungen wie

Hepatitis und die Ausbildung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) beglinstigt [132; 133].



1.3.3 Effekt von miR-122 auf HCV

Das HCV-Genom besitzt verschiedene zu der miR-122 komplementdre Sequenzen
(seed-target-Sequenz) (Abbildung 1.14), wobei bis auf eine, alle zwischen den lIsolaten absolut
konserviert vorliegen (Anhang 6.1). Dies legt eine funktionelle Bedeutung nahe.

Zwei dieser Bindungsstellen befinden sich zwischen Haarnadelstruktur | und Il der hoch
konservierten 5-UTR von HCV. Dabei handelt es sich um die Sequenz S1 mit einer 7 Nukleotide
langen Sequenz (ACACUCC) und S2 mit einer Sequenz von 6 Nukleotiden (CACUCC). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Bindung der miR-122 an diese Stellen eine Verstarkung der RNA-Replikation
bewirkt [98; 134], eine durch Ago-Protein vermittelte miR-122-Bindung [135] die HCV-RNA vor
Exonuklease-Abbau schiitzt und die Produktion von infektiésen Viruspartikel erleichtert
[136; 137; 138]. AulRerdem konnte eine Verstdarkung der RNA-Stabilitdt [139] und eine Stimulation
der Translation nachgewiesen werden [99; 140; 141; 142; 143].

3'UTR
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Abbildung 1.14: miR-122-Bindungsstellen im HCV-Genom

Dargestellt ist das HCV-Genom mit seiner 5°-UTR, dem Polyprotein, der 3"-UTR und den miR-122-Bindungsstellen. Graues
Kastchen: erste Bindungsstelle in der NS5B-kodierenden Region, welche in den verschiedenen Isolaten nicht konserviert
vorliegt; schwarze Kastchen: in allen Isolaten hoch konservierte miR-122-Bindungsstellen. UTR: untranslated region
IRES: internale ribosomal entry side, NS-Proteine: Nicht-Struktur-Proteine, CRE: cis-acting replication element, ORF: open
reading frame, VR: variable Region, p(U/C): poly U-Trakt, SL: stem-loop, S1, S2, 5B.1, 5B.2, 5B.3
und S3: miR-122-Bindungsstellen

Eine weitere, hoch konservierte miR-122-Bindungsstelle befindet sich in der VR der 3’-UTR des
HCV-Genoms. Von Henke, Goergen et al. Konnte jedoch nachgewiesen werden, dass diese Stelle
keinen Einfluss auf die Translation hat [99].

Des Weiteren wurden drei potentielle miR-122 seed-target-Sequenzen in der NS5B-kodierenden
Region gefunden, wobei die erste Sequenz (5B.1) innerhalb der Isolate nicht konserviert vorliegt, die
zweite (5B.2) und dritte (5B.3) dagegen jedoch hoch konserviert sind (Anhang 6.1). Welche Rolle

diese Stellen in der HCV-Regulation spielen, ist bisher allerdings noch nicht bekannt.



In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die miR-122 nicht nur mit ihrer
seed-Sequenz (Nukleotide 2—8) an die zwei Bindungsstellen in der 5°-UTR hybridisiert, sondern mit
3-4 erganzenden Nukleotiden (supplemental-Region) ihrer 3’-Sequenz. Diese Art der Hybridisierung
fUhrt zur Ausbildung einer bulge-Region und einer ,Schwanz“-Region der miR-122 (Abbildung 1.15)
[137; 144]. Durch verschiedene Mutationsversuche konnte gezeigt werden, dass diese zusatzliche
Bindung fiir die Ago2-Rekrutierung an die HCV-RNA, in Zusammenhang mit der miR-122, bendtigt
wird. Ebenso spielt sie eine Rolle bei der Stabilisierung der HCV-RNA und der Bildung von infektiosen

Viren.
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Abbildung 1.15: miR-122-Bindung an die HCV-RNA

Dargestellt ist die miR-122-Bindung an die HCV-RNA in der 5-UTR. Die miR-122 (griin) bindet nicht nur mit ihrer
seed-Sequenz, sondern auch mit einer ergdnzenden 3-4 Nukleotide langen Sequenz (supplemental-Region) in 3’-Richtung.
Dadurch kommt es zur Ausbildung einer bulge- und ,Schwanz“-Region. Rot: miR-122-Bindungsstelle S1;
Blau: miR-122-Bindungsstelle S2; Schwarz: HCV-RNA; SL: stem-loop (Dissertation Anika Nieder-Ro6hrmann).

In  unserer Arbeitsgruppe konnte im Laufe der Dissertation von Dominik Conrad
(Dissertation Conrad 2013), eine solche zuséatzliche Bindungsstelle fir die miR-122 in der 3’-UTR
ermittelt werden. Bestatigt werden konnte dies durch Sequenz-Alignments, welche fiir diese Arbeit
vorgenommen wurden (Anhang 6.1.5). Das Besondere an dieser zusatzlichen Sequenz besteht darin,
dass sie in einer hoch konservierten Haarnadelstruktur prasentiert wird und einen Teil des

Stopp-Codons einschliel’t (Abbildung 1.5). Dies deutet auf eine biologische Funktion hin.



1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung von miR-122/Ago2-Protein-Komplexen an die konservierten
miR-122-Bindungsstellen in der HCV-kodierenden Region NS5B und der 3°-UTR zu untersuchen [135].
Fir diese Untersuchungen wurde die Methode der co-Immunoprézipitations- (co-IP) angewendet.
Dazu wurden Zellen mit radioaktiven RNA-Molekiilen definierter Lange, welche die jeweiligen miR-
122 seed-target-Sequenzen enthalten, transfiziert. AnschlieRend wurde eine co-IP durchgefiihrt, in
der mit Hilfe eines Ago2-Antikorpers die radioaktiv-markierte RNA isoliert werden konnte, wenn
Ago2 durch miR-122 an die HCV-RNA rekrutiert worden war.

Nachdem von Dominik Conrad (Dissertation 2013) erstmals in der HCV-3'-UTR eine zusétzliche
Bindungsstelle (neben der seed-target-Sequenz) fiir die miR-122 entdeckt wurde, welche
anscheinend notwendig fiir eine Anlagerung des miR-122-Ago2-Komplexes an die HCV-RNA ist, sollte
in dieser Arbeit eine genauere Untersuchung der miR-122-Bindungsstelle der 3°-UTR (S3)
vorgenommen werden. Dafir wurden Mutationen in die verschiedenen
miR-122-Hybridisierungssequenzen der HCV-RNA eingefligt. Es entstanden 3 verschiedene
Konstrukte: S3,,, S3.. und S3,.

Goergen et al. 2012 [142] konnten einen positiven Einfluss der miR-122-Bindung in der 5°-UTR auf die
Translation nachweisen. Im Laufe dieser Untersuchung wurde ebenfalls gezeigt, dass dabei die
Bindungsstelle in der 3-UTR keine, jedoch eventuell ihre komplexe Sekundarstruktur eine Rolle
spielt. Da es in der Arbeitsgruppe allerdings gelungen war ein Konstrukt zu generieren, welches die
miR-122-Bindung sowohl in der 5°-UTR als auch der 3°-UTR verhindert, konnte eine separate
Betrachtung der 3’-UTR durchgefiihrt werden. Deshalb sollte in dieser Arbeit eine detailliertere
Untersuchung des Einflusses der miR-122-Bindungsstelle in der 3-UTR auf die Translation
vorgenommen werden. Hierflir wurden Luciferase-Assays durchgefihrt.

Zuletzt  sollte untersucht  werden, welchen Einfluss die Hybridisierung  des
miR-122/Ago2-Protein-Komplexes an die miR-122-Bindungsstellen auf die Replikation auslbt. Dafir
wurden Mutationen in die miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und die 3’-UTR
eingefligt, wobei es sich bei den Mutationen in der 3’-UTR um die gleichen handelt, welche fiir die
Translationsstudien verwendet wurden. Fiir die Mutationen in der NS5B-kodierenden Region galt es
zum einen darauf zu achten die Protein-kodierende Sequenz zu erhalten und zum anderen fir jede
Stelle unterschiedliche Nukleotidaustausche zu finden, um spater eine separate Adressierung

durchzufihren.



2 Ergebnisse

In den vergangenen Jahren konnten mehrere miR-122-Bindungsstellen im HCV-Genom nachgewiesen
werden. Zwei hoch konservierte Sequenzen befinden sich zwischen Haarnadelstruktur | und Il der
5°-UTR, welche die Replikation [98] und die Translation [99; 140; 141; 142; 143] stimulieren. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass eine durch Ago-Protein vermittelte miR-122-Bindung an die
miR-122-Erkennungssequenz in der 5°-UTR [135] die HCV-RNA vor Exonuklease-Abbau schiitzt, die
RNA stabilisiert und die Produktion von infektiosen Viruspartikel erleichtert [136; 137; 138; 139].
Zusatzlich zu der seed-target-Sequenz bindet die miR-122 noch mit 3-4 Nukleotiden
(supplemental-Region) in 5’-Richtung an die HCV-RNA, wodurch sich dazwischen eine bulge- und
dahinter eine ,Schwanz“-Region ausbildet (Abbildung 1.15) [137; 144]. Durch verschiedene
Mutationsversuche in der 5-UTR konnte gezeigt werden, dass diese supplemental-Bindung flr die
Ago2-Rekrutierung an die HCV-RNA in Zusammenhang mit der miR-122 benétigt wird.

Weitere Bindungsstellen konnten in der NS5B-kodierenden Region und der 3-UTR nachgewiesen
werden [145; 146] (Abbildung 1.14). Da der Einfluss dieser miR-122-Bindungsstellen auf einzelne
Schritte des HCV-Replikationszyklus noch nicht ausreichend bekannt ist, sollten sie genauer

untersucht werden.

2.1 Hoch konservierte miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden
Region und der 3"-UTR von HCV

Zu Beginn dieser Arbeit wurde das Internet von Hand mit Hilfe der NCBI-Website nach vollstandigen
HCV-Sequenzen durchsucht. Die Sequenzen wurden anschlieBend mit dem Programm ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) verglichen. Zunichst wurden die Subtypen der
jeweiligen Genotypen untereinander und danach die Genotypen miteinander verglichen. Diese erste
Uberpriifung des HCV-Genoms zeigte deutlich, dass die miR-122-Bindungsstelle in der 3"-UTR hoch
konserviert vorliegt und ebenso eine supplemental-Region aufweist (Abbildung 2.4, Anhang 6.1.5).
AulRerdem konnten zwei weitere hoch konservierte miR-122-Erkennungssequenzen innerhalb der
NS5B-kodierenden Region bestatigt werden, ebenfalls mit einer moglichen supplemental-Region
(Abbildung 2.1, Abbildung 2.2; Anhang 6.1.1 und Anhang 6.1.2).

Da diese Art der Vorgehensweise die maximale Rechenleistung der frei zugdnglichen Programme
erreichte, wurde die Hilfe von Markus Fricke aus der Arbeitsgruppe von Prof. Manja Marz (Jena) in
Anspruch genommen, welcher eine groBere Sequenzanalyse vornahm. Fiir die Sequenzanalyse in der
NS5B-kodierenden Region des HCV-Genoms wurden von 950 heruntergeladenen HCV-Isolaten aus
allen Genotypen und Subtypen 106 Isolate ausgewahlt, welche das komplette bzw. das annahernd

komplette Genom enthielten und aus jedem Subtyp mindestens zwei Isolate reprasentieren [48].


http://www/

Die erste hoch konservierte miR-122-Bindungsstelle, mit der Sequenz ACACUCC (5B.2) befindet sich
570 Nukleotide strangaufwarts des Stopp-Codons. Diese seed-target-Sequenz ist in 99 der 106 Isolate
konserviert. Eine mogliche supplemental-Region liegt 6—8 Nukleotide strangaufwarts der
seed-target-Sequenz und ist in allen 106 Isolaten zu finden. In der Abbildung 2.1 ist dies exemplarisch
flr die verschiedenen HCV-Genotypen dargestellt, wobei die Bindungsstellen in rot markiert sind und

das Mal der Konservierung als Histogramm (komplette Analyse Anhang 6.1.1).

supplemental- seed-
Region Sequenz

miR-122 3'-G UGGUAACAG U-5°'
uuuG UGUGAGG

la_AB520610.1 8776 UCGCGAGAGCCGCGUGGGAGACAGCAAGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACA s83s
1b_AJ238799.1 Conl #8772 UUGCGCGGGCUGCGUGGGAGACAGCUAGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACA 8832
2a_AB047639.1 JFH1 8841 UCGCCCGGGCUGCCUGGGAAACAGUUAG- - ACACUCCCCUAUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 8900

2b_AB030907.1 8842 UCACCCGAGCUGCUUGGGAAACAGUAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCUUGGCUGGGCAACA 8901
3h_JF735121.1 8798 JUGCCCGUGCUGCGUGGGAAACAGCUAGACACACUCC - - GGUGAAUUCCUGGCUUGGCAACA 8857
3h JF735124.1 8804 UCGCCCGCGCGGCGUGGGAGACCGCCAGACACACACC - - AGUCAACUCUUGGUUGGGCAACA 8863
4g_FJ462432.1 8767 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8826
4g_Jx227963.1 8686 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACUGUCCGACACACUCC - - AGUUAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8745
5a_NC_009826 8723 UUGCGAAGGCUGCGUGGGAAACUGCCAA - - ACACUCCCCGGUUAAUUCCUGGCUAGGGAACA 8782
5a_AF064490 8690 UUGCGAGGGCCGCGUGGGAGACUGCUAA - - ACACUCCCCAGUUAACUCCUGGUUGGGGAACA s749
6u_EU246940 8766 UCGCCCGGGCGGCCUGGGAAACCGCCCGACACACUCC - - AGUGAACUCUUGGUUGGGAAACA 8825
6v_FJ435090.1 8788 UUGCCCGCGCCGCUUGGGAGACGGCCAGGCACUCUCC - - AGUAAACUCAUGGUUGGGUAACA se47
7a_EF108306 8749 UAUCCAGGGCAGCUUGGGAGACCGCCCGUCACUCACC - - UGUAAACUCCUGGGUGGGCAACA ssos

Abbildung 2.1: Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir NS5B.2

Dargestellt ist ein Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir die miR-122-Bindungsstelle 5B.2. Die komplette Ubersicht befindet
sich im Anhang 6.1.1. Links ist der Genotyp und Subtyp sowie die Referenznummer der HCV-Sequenz aus der NCBI
Nukleotide-Datenbank angegeben. Conl und JFH1 (J6-JFH1) definieren die in dieser Arbeit untersuchten Isolate. Oberhalb
des Sequenzvergleichs befindet sich die miR-122-Sequenz. Die paarenden Sequenzen sind rot markiert.
Unterhalb: Histogramm der Konservierung jeder einzelnen Base. Die Zahlen geben die Position im HCV-Genom an. (-)
markiert die eingefiigten Liicken, um eine optimale Ubereinstimmung der Sequenzen zu erhalten.

Eine weitere hoch konservierte miR-122-Bindungsstelle, CACUCC (5B.3), welche in allen 106 Isolaten
vorkommt, befindet sich 165 Nukleotide strangaufwarts des Stopp-Codons. Auch fir diese
seed-target-Sequenz konnte eine mogliche supplemental-Region 10-12 Nukleotide in 5°-Richtung
identifiziert werden. Dabei handelt es sich um verschiedene 4 Nukleotide lange Sequenzen, welche
an die miR-122 binden konnten. In Abbildung 2.2 sind diese in unterschiedlichen Rottonen

dargestellt. Die komplette Sequenzanalyse befindet sich im Anhang 6.1.2.



supplemental- seed-
Region Sequenz

miR-122 3'-GU AACAGU U
56 clifeleli] GUGAGG

la AB520610.1 9180 AAUUGGGCAGUAAGAACAAAGCUCAAACUCACUCCAAUAGCGGCCGCUAG 9229
1b_AJ238799.1 Conl 9177 AACUGGGCAGUAAGGACCAAGCUCAAACUCACUCCAAUCCCGGCUGCGUC 9226
2a_AB047639.1 JFH1 9245 AAUUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCG 9294
2b_AB030907.1 9246 AACUGGGCGGUGAAGACAAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCCGAGGCGAG 9295
3h_JF735121.1 9202 AACUGGGCUGUACGGACAAAAGCCAAACUCACUCCAUUGUCGGACGCGAG 9251
3h_JFr735124.1 9208 AAUUGGGCUGUACGCACAAAGGCCAAACUCACUCCAUUGCCGCAAGCGAG 9257
4g_FJ462432.1 9171 AACUGGGCGGUUAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCUGCUGC 9220
4g_JxX227963.1 9090 AACUGGGCGGUCAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9139
5a_NC 009826 9127 AACUGGGCGCGUGAAGACAAAACGCAAACUCACUCCAUUAGCUGACGCUGA 9178
5a_AF064490 9094 AACUGGGCGGUGAAAACAAAGCGCAAACUCACUCCAUUAGCUGACGCCGA 9143
6u_EU246940 9170 AACUGGGCAGUGAGAACUAAGCUCAAACUCACUCCAGUGCCUGGUGCGGC 9219
6v_FJ435090.1 9192 AACUGGGCUGUUAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGCCGCUGC 9241
7a_EF108306 9153 AACUGGGCUGUCAGGACCAAGAUCAAACUCACUCCACUUGCAGGCGCUGG 9202

Abbildung 2.2: Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir NS5B.3

Dargestellt ist ein Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir die miR-122-Bindungsstelle 5B.3. Die komplette Ubersicht befindet
sich im Anhang 6.1.2. Links ist der Genotyp und Subtyp, sowie die Referenznummer der HCV-Sequenz aus der NCBI
Nukleotide-Datenbank angegeben. Conl und JFH1 (J6-JFH1) definieren die in dieser Arbeit untersuchten Isolate. Oberhalb
des Sequenzvergleichs befindet sich die miR-122-Sequenz. Die paarenden Sequenzen sind rot markiert.
Unterhalb: Histogramm der Konservierung jeder einzelnen Base. Die Zahlen geben die Position im HCV-Genom an.

In der NS5B-kodierenden Region konnte noch eine weitere Bindungsstelle, CACUCC (5B.1) [146],
nachgewiesen werden. Bei der Sequenzanalyse hat sich jedoch gezeigt, dass diese Stelle nicht
konserviert vorliegt und nur in 25 der 106 Isolate vorkommt (Daten nicht gezeigt). Sie wurde daher

nicht weiter untersucht.

Auller einem Basenvergleich wurde auch ein Aminosaurevergleich fir die miR-122-Bindungsstellen
5B.2 und 5B.3 durchgefiihrt. Uberraschend ist, dass die beiden in der NS5B-kodierenden Region
liegenden miR-122-Bindungsstellen starker konserviert sind als es fiir die Protein-kodierende

Sequenz Voraussetzung ware (Abbildung 2.3; Anhang 6.1.3 und 6.1.4).



la_N_gi|257286216|dbj|AB520610.1]

1b_N_gi|5420376|emb|AJ238799.1|

2a_N_gi|13122261|dbj|AB047639.1| JFH1

2b_N_gi|9757541|dbj|AB030907.1]

3h_M_gi|379772028|gb|JF735121.1|

3h_M_gi|379772034|gb|JF735124.1|

d4g_H_gi|239836678|gb|FI462432.1]

4g_MN_gi[395147270|gb|)x227963.1|

5a_h_gil157781210|gb|NC_009826|

5a_h_gi|3660725|gb|AF064490]

Su_h_gi|161898774|gb|EU246940]

6v_H_gi|224552349|9b|F)435090.1]

7a_h_gi|124302094|gb|EF108308]

seed-target
Sequenz

L e i) e
ACACUCC

GEGCAGAGERIC GGG GGAGAIAGIDA A GATACIACIUICICIA G C AAUDECWG 6 CINA GG CAAR
A R A A W ENEE T A R " H T P W NS W o 6 N

Cont GBICEIGGGIEUGEIGINGGGAGAINAGIEIU A GARIACACUECAGU CAAUUCCUGG CWAGG CAAD
R A A W BNEE T A R ~H T P W NS W e 6 N

GOCEGCGRUGECUGGEAAATAGUUAGATACN UG COCU ANCAAUUC AUGG6 CING 66 AAAD
A R A A W o EE T v R TTHT S P I NS W s e N
ABICIBIG A GIBIU GIBIU IUIG G G AT A ATGIAIG U A A G IATGEATG U 161 C IeNEI U G i C FATATURUDNGI U IIG 6 CIIIG G G C [ATATe
T R A A W O E T v R TTH 5 P VTN S W e 6 N
GECEGUGEUGEGCUGGGANATAGIEIL AGAGIATIACINCTC GUGAAUUCCUGG (WU GG CAAD
A R A A W EeEE T A R THT T P ENTEON S W omEs e N
G-E-GCG-GG-G-GGG- CG-CAG—A_G-C-E-U-GG-GGGC_

] CH v N mEm 6 N

G-A-GA G-C G-C-G G G-A_G-U-G_G-C—G GIUTUIG G G CAAE
NERN R Ve N e e N

SR T
G-A-GA G-C G-C-G G G-A-LI G U C-G_G-U—G GIUTIG G G C AAE
Em R TH O T vV N e 6 N

G-GAAGG-UG-G-GGG- UG-CAA_U-C-GG-U—GGC-AGGG_
K e e e N

G-GAGGG-C G-G-GGG- -UG-UAA_U-C-G-U-C_GG-GGGG_
R W EEm T P EWEIN S NG N
-(-GGG-GG-C-GGG-A-CG-C-G_G-G-C-U-GG-GGGA_
A R A A W EEEEE T A R "H T P NS W oL 6 N
-GG.CAGG_U_ -C-AIGG-GGGU-

CH s e N

-CG-C-GU_U.A-UG A-C_GGG-GGGC_
TH PoEWE NS G N

T

GIBICBIG C GIBIC GIBIUWIG GG
A R A AW

UBICAGGC GIEAGIEIU WG GG
S R A A w HEE T

1b_N_gi[5420376|emb|Aj238799.1]
2a_N_gi|13122261|dbjlAB047639.1]
2b_N_gi[3757541|dbj|ABO30907.1|
3h_M_gi|379772028|gb|JF735121.1|
3h_M_gi|379772034|gb[JF735124.1|

4g_H_gi|239836678|gb|F)462432.1]

49_N_gi|395147270|gb[|X227963.1|

5a_h_gi[157781210[gh|NC_009826|

5a_h_gil3660725|gb|AF064490]

6u_h_gi|161898774|gh[EU246940]

Bv_H_gi[224552349(gb|F|435090.1|

7a_h_gil124302094|gb|EF108306]

la_N_gi|257286216|dbj|AB520610.1|

seed-target

Sequenz
cCacucc

ARG G GIEA GINA WG AR A AR G oA ADToADDooOAY Alr cEeccEcc@mu A clE
N W A Iy R T K S K e 7 P I A A A S

Conl _GGG-AG-A-GG_G_A-C-GG-UG-GU-
TN W A vm R T K s Kk e T P

JFH1  JATAIU NG G G IAICICIAA LG G-GGAGG-GEG-
N W T K s K e 7 P HIEN P
_GGG.GG-G-G-A-G G-CGAGG-GAG-
TN W | K s K e T P HIEN P
_GGG-UG-ACGG-A-AGC GU-GGACG-GAGU
TN W A W R A I T P EEN S D A 3
-U-GGG-UG-ACGC-A-GGC G-GCAAG-GAG-
N W A v R K s T P Q A S
[ATAIOIWIG G GITIG G-U— _G-U GIEBIU GEU G o
SN W A TV K K _ K s T P HEN P A A A
ARG G GIEIG GIUNC GIENOIU GiEic Gy G ome
SN W A VW K T K _ K IEE T P NN P A A A
—GGG-GG-G-G-A-A-G AGEBIUGA CGIEIUG AN
N W A VK e T P A D A D
_GGGIGGIG_A-GIG AGEBIUGACGEICGAU
N W A VT K e T P s A D A D
_GGG-AGIGIG_U-G_GIG-UGGUGIGG-
N W A IV R T K s K o T P v P G A A
WACG G GIEIU GIUU AAIGACICIAAG GG U GEIC cl@u G love
N W A VT K T K B K o T P NN R A A A
JAVANGIUIG G GIEIU GIUIC AIG G IANCHGNAYAIG A IUNCIAVANANCHUNGIANCRUNENENA) C U GIBIA G G C GIEU 6 G
SN W A I R T K I K s 7 P IEE A G A G

Abbildung 2.3: Konservierung der Aminosauren in der seed-target-Sequenz

Dargestellt sind die Nukleotide-Sequenzen der 5B.2 (A) und 5B.3 (B) miR-122-Bindungsstellen verglichen mit der
AS-Sequenz. Die Nukleotide sind farbig unterlegt, wenn mehr als 50 % konserviert sind. Das Histogramm zeigt den Anteil an
vorliegenden Nukleotiden relativ zu der Anzahl an Nukleotiden, die eine bestimmte Aminosdure kodieren kénnen, d.h. je
niedriger der Balken im Histogramm ist, desto weniger Nukleotide werden aus den moglichen Nukleotiden tatsachlich
verwendet, und desto eher hat diese Sequenz eine lGberlappende zuséatzliche Funktion, z.B. die als miR-122-Bindungsstelle.
Oberhalb: Position der seed-target-Sequenz.




Flr die Analyse der 3"-UTR wurden 94 Isolate fir den Sequenzvergleich herangezogen, da nicht alle
Sequenzen der 106 Isolate vollstindig vorlagen. In der VR-Region der 3°-UTR ist die
miR-122-Bindungsstelle, ACACUCC (S3), in 85 von 94 Isolaten konserviert, und eine
supplemental-Region konnte in 92 der 94 Isolate entdeckt werden. Diese vier Nukleotide lange
erginzende Sequenz liegt mit zwei Nukleotiden innerhalb der kodierenden Region und
Uberschneidet mit zwei weiteren Nukleotiden des Stopp-Codons (Abbildung 2.4, komplette Sequenz
Anhang 6.1.5). AuRerdem wird sie, wie in Abbildung 1.5 dargestellt, in einer Haarnadelstruktur
prasentiert. All dies konnte auf eine wichtige biologische Funktion hindeuten, weshalb diese

supplemental-Region auch im Einzelnen betrachtet werden sollte.

supplemental- seed-
Region Sequenz
miR-122  3'-cu GGUAACAG g5
UuUGU UGUGAGG
[arG [stop |
la_AB520610.1 3360 CUCCUCCCCAACCGAUGRAGGUUGGGGUAR————— ACACUCCGGCCUCUUAGGCC 2409
1b_AJ238799.1 Conl 9357 CUACUCCCCAACCGAUGAACGGGGAGCUAA-———— ACACUCCAGGCCAAUAGGCC 9406
2a AB047639.1 JFHL 9425 CUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACACUAGGUACACUCCAU-——-- AGCURAR 9474
2b AB030907.1 5426 UUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCAAACCCUAGCUACACUCCAU-——~~ AGCUAG 9475
3h:JF735121.1 9382 UUGCUCCCCGCUCGGUAGACGGGCGGCCU-UAGCARCACUCCAUCGUUCUUUUUU o435
3h JF735124.1 9388 UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCGGC-UA-———— ACACUCCGACCUUAGGGUCC 9432
4g:FJ462432.1 5351 CUGCUGCCUGCCCGAUAG----GCAGGCUA--—-—— ACACUCCGACCUUAGGGUCA 9326
4g JX227963.1 3270 CUGCUGCCUGCUCGAUAG---~-GCAGCUUA~———~ ACACUCAGACCCUAGGGUC- 9314
5a NC 009826 3307 UUACUCCCCGCUCGGUGAGCUGGGA-GCUAR-———-ACACUCC————————————— 9343
5a AF064490 9274 UUACUCCCUGCUCGGUAAGCUGGGAGCUAR————~ ACACUCCAUAACUCCUGUUU o323
6v:FJ435090.1 3372 CUGCUUCCAGCCCGAUAGGCUGGAAGCUAR-———— ACACUCCAUACCAUUAGGUC 9421
bv_EU728760 3372 CUGCUUCCAGCCCGAUAGGCUGGAAGCUAA————— ACACUCCAUACCAUUAGGUC %421
O D I
......... 10........20........30........40........50

Abbildung 2.4: Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir die miR-122-Bindungsstelle in der 3°-UTR

Dargestellt ist ein Ausschnitt des Sequenzvergleichs fiir die miR-122-Bindungsstelle in der 3-UTR. Die komplette Ubersicht
befindet sich im Anhang 6.1.5. Links ist der Genotyp und Subtyp, sowie die Referenznummer der HCV-Sequenz aus der NCBI
Nukleotide-Datenbank angegeben. Conl und JFH1 (J6-JFH1) definieren die in dieser Arbeit untersuchten Isolate. Oberhalb
des Sequenzvergleichs befindet sich die miR-122-Sequenz. Die paarenden Sequenzen sind rot markiert.
Unterhalb: Histogramm der Konservierung jeder einzelnen Base. Die Zahlen geben die Position im HCV-Genom an. (-)
markiert die eingefiigten Liicken, um eine optimale Ubereinstimmung der Sequenzen zu erhalten.

Ein Adenosin direkt strangabwarts der miRNA-Bindungsstelle ist in vielen miRNA-Zielsequenzen
vorhanden und bindet direkt an Ago2 [102; 103; 147]. Interessanterweise konnte ein solches
Adenosin in 70 von 106 Isolaten der 5B.2, in 101 von 106 Isolaten der 5B.3 und in 56 von 94 Isolaten
der S3-Erkennungssequenz nachgewiesen werden. Besonders fir 5B.3 ist das Adenosin Uber die
Anforderung der kodierenden Sequenz hinaus konserviert. Diese Erkenntnis scheint auf eine

funktionelle Rolle der miR-122-Bindungsstellen in HCV hinzudeuten.



2.2 Untersuchung der Bindung des miR-122/Ago2-Komplexes an die
HCV-RNA

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA
ndher analysiert werden. Um die Bindung der miR-122 an die konservierten Bindungsstellen der
HCV-RNA nachzuweisen, wurden Hela-Zellen mit **P-markierten HCV-RNAs, welche jeweils eine der
Bindungsstellen enthielten, und miR-122-Duplexen transfiziert (Kapitel 4.2.2.6.1). Die Zellen wurden
6 h nach der Transfektion lysiert und der miR-122/Ago2/HCV-RNA-Komplex mittels einer
co-Immunopraézipitation (co-IP) vom Rest des Zelllysates getrennt (Kapitel 4.2.4.1). Dabei wurden
anti-Ago2-Antikérper (AK), welche an Magnetpartikeln gebunden wurden, verwendet [135]. Die
gereinigte RNA wurde isoliert, auf ein Polyacrylamid-Gel (Tabelle 4.4) aufgetragen und mittels einer
Gelelektrophorese (Kapitel 4.2.3.3.3) aufgetrennt. Die entstandenen Banden wurden mit Hilfe eines
Phosphoimagers detektiert und die Menge der **P-markierten HCV-RNA mit dem Programm
OptiQuant ermittelt. Dabei wurde die zu bestimmende Bande mit einem Kastchen markiert, so dass
von dem Programm die Strahlungsintensitdt gemessen werden konnte. Dieses Vorgehen erfolgte fiir
alle HCV- und Input-Proben sowie fiir den Hintergrund, welcher anschlieRend von jeder Probe
subtrahiert wurde. Es wurde darauf geachtet, die GroRe der ausgewahlten Markierung immer gleich
zu halten. Dadurch war es moglich, die Menge der HCV-RNA auf die Menge der Input-RNA zu
normalisieren und mit den Werten der Flag-Negativkontrolle zu vergleichen. Das Flag-Epitop kommt
natirlicherweise nicht in HelLa-Zellen vor und kann somit als Negativkontrolle flir den unspezifischen
Hintergrund der co-IP fungieren. So konnte die Intensitat der miR-122-Bindung an die HCV-RNA

bestimmt werden (Kapitel 4.2.4.1).

2.2.1 Nachweis einer miR-122/Ago2-Hybridisierung an die Bindungsstellen in der
NS5B-kodierenden Region und der 3"-UTR

Im Laufe der Dissertation von Dominik Conrad konnte mittels co-IP eine starke Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die beiden Bindungsstellen in der 5°-UTR nachgewiesen werden.
Ebenso konnte er erste Interaktionsstudien an der 3°-UTR durchfiihren und eine schwache Bindung
zeigen. Dies gelang jedoch nur, wenn sowohl die seed-target-Sequenz als auch die
supplemental-Region fiir eine mogliche Hybridisierung der miR-122 vorhanden waren. Dies deutete
auf einen besonderen Einfluss der erganzenden Bindungsstelle fiir die Interaktion des
miR-122/Ago2-Komplexes mit der HCV-RNA hin, weshalb sie in dieser Arbeit genauer untersucht
werden sollte. Zunachst erfolgten jedoch weitere Versuche, um eine Bindung der miR-122 an die
Bindungsstelle in der 3’-UTR zu bestatigen. Dariliber hinaus sollte untersucht werden, ob es auch in

der NS5B-kodierenen Region zu einer Anlagerung des miR-122/Ago2-Komplexes kommt.



Dominik Conrad verwendete in seinen Versuchen den Klon Conl, welcher auf dem HCV-Genotyp 1b
basiert. Um seine Daten zu bestatigen, wurden die anfanglichen co-IP-Experimente ebenfalls mit
diesem Genotyp durchgefiihrt. Da Con1 jedoch langsam repliziert und zu keiner richtigen Infektion in
bis jetzt bekannten Zelllinien flhrt, eignet er sich nur bedingt fiir die geplanten
Funktionalitatsnachweise. Deshalb wurde zusatzlich die Chimare J6-JFH1 (Genotyp 2a) verwendet,
mit der virale Partikel hergestellt werden konnen und welche in der Arbeitsgruppe fir

Infektionsassays verwendet werden sollte.

2.2.1.1 Primdre Bindungsstudien mittels co-IP

Bei den ersten Versuchen in der NS5B-kodierenden Region wurden fiir die beiden Isolate Conl und
J6-JFH1, 200-260 Nukleotide lange RNA-Stiicke generiert, welche die jeweiligen
miR-122-Bindungsstellen enthielten. Da S3 fiir spatere Mutationsversuche in drei Bereiche unterteilt
werden sollte, supplemental-Region (S3,,), seed-target-Sequenz (S3,.) und beide zusammen
(complete-Bindungsstelle, S3.,), wurde der vorwarts-Primer so gewadhlt, dass er eine paarende
Sequenz sowohl zu der seed-target-Region als auch der erganzenden Region aufwies
(Kapitel 4.1.10.1). Dadurch ware es moglich gewesen, fir spatere Versuche Mutationen Ulber eine
einfache PCR in die resultierende Transkriptions-Matrize zu integrieren. Die kompletten Sequenzen
der generierten HCV-RNAs befinden sich im Anhang 6.2.

Nachdem die Primerpaare festgelegt waren, erfolgte eine Standard-PCR (Kapitel 4.2.3.2.1). Die
amplifizierte DNA wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels eines Gelaufreinigungskits
isoliert. Da jeder vorwarts-Primer die Sequenz fiir den T7-Promotor enthielt, konnte direkt
anschlieRend eine in vitro-Transkription (Kapitel 4.2.3.14) mit *’P-markiertem UTP durchgefihrt
werden. Fir jedes Transkript war eine bestimmte Menge an nicht-radioaktiv-markiertem UTP nétig.
Diese Konzentration wurde in vorangegangenen Transkriptionsversuchen durch einen Gradienten

mit nicht markiertem UTP ermittelt (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Menge des eingesetzten nicht-radioaktiv-markierten UTP in die in vitro-Transkription

Probe 32p_markiertes UTP (uM ) | UTP (uM)
5B.2 0,5 100
5B.3 0,5 100
S3 0,5 300

AnschlieRend erfolgte eine Transfektion von 3 ug radioaktiv-markierter HCV-RNA zusammen mit

3 ug miR-122-Duplexen in die humane zervikale Hela-Zelllinie. Diese Zelllinie wurde der humanen



Hepatomazelllinie Huh7.5, vorgezogen, da in Hela-Zellen keine endogene miR-122 detektierbar ist
und somit ein falsch positives Ergebnis verhindert wird. Die darauffolgenden co-IPs erfolgten mit
zwei unterschiedlichen Antikérpern (AK). Die erste Probe wurde mit dem Flag-AK prézipitiert. Die
zweite Probe sollte eine mogliche Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA
zeigen, weshalb hierfliir der anti-Ago2 11A9 AK [148] verwendet wurde. In Abbildung 2.5 sind
exemplarisch co-IP-Ergebnis fiir jede der untersuchten Bindungsstellen in den jeweiligen Genotypen
dargestellt. Weiterhin ist ein anti-Ago2 Western Blot (WB) (Kapitel 4.2.4.3) dargestellt, welcher in
allen weiteren Experimenten das gleiche Ergebnis aufwies und deshalb im Rahmen dieser Arbeit

nicht mehr gezeigt wird.

Wie auf den abgebildeten Phosphoimager-Bildern (Abbildung 2.5) deutlich zu erkennen ist konnte
auf der erwarteten Hohe, welche durch das Auftragen des Transkriptes definiert wird, fir die
untersuchten miR-122-Bindungsstellen, 5B.2a, 5B.3a und S3a, in beiden Genotypen keine bzw. eine
nur sehr schwache Bande detektiert werden. Da die Flag-Kontrolle negativ ist, die Input-Proben die
gleiche eingesetzte Menge an transfizierter HCV-RNA im Zelllysat aufweisen und der WB die
Funktionalitdt des anti-Ago2-AK bestatigt, sind die co-IP-Experimente auswertbar. Daher konnte bei
diesen Experimenten festgestellt werden, dass keine effiziente Hybridisierung des

miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA vorliegt.



A: con1

T + + | HCV-RNA T + + | HCV-RNA HCV-RNA
Flag |Ago2 AK Flag | Ago2 AK AK
5B.2a 5B.3a . : S3a
Input Input Input
WB WB wB
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T + + |HCV-RNA + |HCV-RNA T + + |HCV-RNA
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Input Input
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—— | m—|

Abbildung 2.5: Erster Nachweis einer moglichen Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die
miR-122-Bindungsstellen

Dargestellt sind exemplarisch Phosphoimager-Bilder der co-IP-Experimente fir die miR-122-Bindungsstellen in den
NS5B-kodierenen Regionen, 5B.2 und 5B.3, sowie fiir die Bindungsstelle in der 3'-UTR, S3, fur die jeweiligen Isolate Con1 (A)
und J6-JFH1 (B). Die obere Reihe zeigt die Immunoprazipitation mit den anti-Ago2- und Flag-Antikérpern (AK). Die mittlere
Zeile stellt die reextrahierte radioaktive HCV-RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches bezlglich der co-IP als
Input-Kontrolle dient. Die untere Zeile zeigt einen anti-Ago2 Western Blot (WB). T: aufgetragenes Transkript, als
Hohenmarker.

Nun stellte sich die Frage, warum keine Bindung an die miR-122-Erkennungssequenzen
nachgewiesen werden konnte. Um eine mogliche Erklarung zu finden, wurden die
miR-122-Bindungsstellen und die Ergebnisse vorangegangener Versuche an der 5°-UTR genauer
angesehen. Dabei ist zu erkennen, dass die Bindungsstellen in der 5°-UTR innerhalb der IRES
einzelstrangig vorliegen (Abbildung 1.14; Abbildung 1.15). AuRerdem ist bekannt, dass die
Sekundarstruktur der RNA einen groBen Einfluss auf ihre Funktionalitdit sowie auf die

miR-122/Ago2-Hybridisierung hat. Deswegen wurden die bioinformatisch vorhergesagten Strukturen



der oben verwendeten Transkripte genauer betrachtet. Hierflir wurde das ViennaRNAfold WebServer
Programm verwendet, welches RNA-Strukturen nach energetisch gilnstigen Kriterien faltet
(Abbildung 2.6 und Abbildung 2.7). Es ist zu erkennen, dass die seed-target-Bindesequenz sowie die
supplemental-Region zu etwa 50 % in Doppelstrangen vorliegen. Dies konnte eine mogliche Erklarung

dafiir sein, dass die Bindung der miR-122 an diese RNA erschwert bzw. verhindert wird.

A: RNA 5B.2a

Conl J6-JFH1

20—

ACACUCC

Conl J6-JFH1

ACCA

CcACUCC &
| 000@.@0@&?@0 -

Abbildung 2.6: HCV-RNA-Strukturen der miR-122-Bindungsstellen 5B.2a und 5B.3a fiir Con1 und J6-JFH1

Die oben beschriebenen Transkripte wurden mit dem ViennaRNAfold WebServer Programm gefaltet.
Abbildung (A): miR-122-Bindungsstelle 5B.2a; (B): miR-122-Bindungsstelle 5B.3a. Links: Ausschnitt der HCV-RNA-Struktur
fur das Isolat Conl. Rechts: Ausschnitt der HCV-RNA-Struktur fir die J6-JFH1 Chimére. Beide jeweils mit einem
vergroRertem Ausschnitt der miR-122 seed-target- und supplemental Region (gelb unterlegt), sowie einer schematischen
Darstellung der kompletten HCV-RNA-Struktur (seed-target- und supplemental-Region hervorgehoben in den grauen
Kastchen). Der Farbcode gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die Basen in der dargestellten Konformation vorliegen, wobei
Blau eher unwahrscheinlich und Rot sehr wahrscheinlich wiederspiegelt.



RNA S3a

A: coni B: J6-JFH1

Abbildung 2.7: HCV-RNA-Strukturen der miR-122-Bindungsstellen S3a fiir Conl und J6-JFH1

Die oben beschriebenen Transkripte wurden mit dem ViennaRNAfold WebServer Programm gefaltet. Abbildung (A): Isolat
Conl, (B): Isolat J6-JFH1. Beide jeweils mit einem vergroRertem Ausschnitt der miR-122 seed-target- und
supplemental-Region (gelb unterlegt), sowie einer schematischen Darstellung der kompletten HCV-RNA-Struktur
(seed-target- und supplemental-Region hervorgehoben in den grauen Kastchen). Der Farbcode gibt die Wahrscheinlichkeit
an, dass die Basen in der dargestellten Konformation vorliegen, wobei Blau eher unwahrscheinlich und Rot sehr
wahrscheinlich wiederspiegelt.

2.2.1.2 Generierung neuer Primerpaare

Wie in Abbildung 2.6 und Abbildung 2.7 zu sehen ist weisen die HCV-RNA-Strukturen der
verwendeten Primer sehr komplexe Strukturen auf. Die miR-122-Bindungsstellen liegen oft
gebunden in einer Haarnadelstruktur vor (die kompletten RNA-Strukturen befinden sich im
Anhang 6.3). Ebenso kénnte der vorhandene poly(U/C)-Trakt der S3-Bindungsstelle die Anlagerung
des miR-122/Ago2-Komplexes durch Ausbildung komplexer Sekundarstrukturen negativ
beeinflussen. Deshalb wurden die nachsten Primer erst nach in silico-Faltung der RNA generiert.

Fiir die Erkennungssequenzen in der 3’-UTR lag das Hauptaugenmerk darauf, die Primer so zu
wahlen, dass sie den poly(U/c)-Trakt nicht mehr umfassten und die seed-target- und
supplemental-Region in der RNA-Sekundarstruktur-Vorhersage moglichst einzelstrangig vorlagen.
Neue Primer fiir die Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region zu generieren gestaltete sich
jedoch um einiges schwieriger. Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine klare Vorstellung von
der Sekundarstruktur, die sich um die 5B.2-Bindungsstelle bildet. Deshalb war die Intention bei der
Generierung neuer Primer darauf gerichtet, die Bindungsstelle mdglichst einzelstrangig zu halten.
Dies erfolgte fiir beide Genotypen durch das Variieren der Sequenzen strangaufwarts und
strangabwarts der miR-122-Bindungsstellen.

Fricke, Dlinnes et al. [48] veroffentlichten 2015 eine konservierte Sekundarstruktur fiir den Bereich

um die Bindungsstelle 5B.3 (Abbildung 2.8). Nachdem in den vorangegangenen Experimenten die



Lage des ersten Primerpaares (dargestellt in Gelb) festgelegt wurde und sich so die konservierte
Haarnadelstruktur 5BSL2 nicht ausbilden konnte, war das Ziel der Bestimmung der nachsten
Primer-Bindungsstellen, diese wie in Abbildung 2.8 dargestellt zu erhalten. Die
miR-122-Bindungsstelle sollte zusatzlich noch einzelstréangig vorliegen. Um dies zu testen, wurden fir
diese Erkennungssequenzen nur Primer fir die Chiméare J6-JFH1 generiert, da diese fir die
nachfolgenden Funktionalitdtsversuche eine bedeutendere Rolle spielt und zudem von mehr
Mitgliedern der Arbeitsgruppe verwendet wird. Das neu generierte Primerpaar ist in der

Abbildung 2.8 Blau dargestellt.

5BSL2

3

5BSL3.3

5BSL3.2

Abbildung 2.8: Konservierte Sekundarstruktur um die miR-122-Bindungsstelle 5B.3

Dargestellt ist die Sekundarstruktur, welche sich um die miR-122-Bindungsstelle 5B.3 bildet. Eingezeichnet sind zusatzlich
die verwendeten Primerpaare (Gelb: erstes Primerpaar, Blau: zweites Primerpaar) sowie die miR-122 seed-target-Sequenz
5B.3 in griin und die supplemental-Region in lila. Rot markiert ist das Stopp-Codon. SL: stem-loop, VR: variable Region,

CRE-Element: cis-acting replication element



2.2.1.3 co-IPs auf Basis der mit ViennaRNAfold vorhergesagten RNA-Strukturen

Mit den neuen Transkripten konnte fiir jede der untersuchten miR-122-Bindungsstellen eine
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA nachgewiesen werden (exemplarisch
gezeigt in Abbildung 2.9). Die Intensitdt der Bindung wurde wie in Kapitel 2.2 beschrieben mit dem
OptiQuant-Programm berechnet. Fiir die Bindungsstelle 5B.2b im Isolat Con1 konnte im Vergleich zur
Flag-Probe eine 3,6-fach stirkere miR-122-Bande detektiert werden, wahrend fir J6-JFH1 eine im
Durchschnitt 3,1-fache Verstarkung berechnet wurde (Abbildung 2.9 A). Die nur fir den Genotypen
J6-JFH1 untersuchte miR-122-Bindungsstelle 5B.3b zeigt ebenfalls eine 3,6-fache starkere Bindung
des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA (Abbildung 2.9 B). Die jedoch stirkste Bindung mit
einer 4-fachen Verstarkung der Bindungsintensitat konnte fiir S3b im Genotypen Conl nachgewiesen
werden. Fir J6-JFH1 wurde eine Bindungsintensitat von 3,6-fach ermittelt (Abbildung 2.9 C). Diese
Werte sind berechnete Mittelwerte aus mehreren Experimenten, von denen in Abbildung 2.9 jeweils

eines gezeigt ist.
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Abbildung 2.9: HCV-RNA-Strukturen und co-IP-Experimente der miR-122-Bindungsstellen 5B.2b, 5B.3b und S3b

Die unter Kapitel 2.2.1.3 beschriebenen Sequenzen wurden mit dem ViennaRNAfold WebServer-Programm gefaltet.
Abbildung (A): miR-122-Bindungsstelle 5B.2b fiir Conl und J6-JFH1; (B): miR-122-Bindungsstelle 5B.3b fiir J6-JFH1 und
(C): miR-122-Bindungsstelle S3b fir Conl wund J6-JFH1. Links: Ausschnitt der HCV-RNA-Struktur mit der
miR-122 seed-target- und supplemental-Region (gelb unterlegt). Der Farbcode gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die
Basen in der dargestellten Konformation vorliegen, wobei Blau eher unwahrscheinlich und Rot sehr wahrscheinlich
wiederspiegelt. Mitte: schematische Darstellung der kompletten HCV-RNA-Struktur mit der seed-target- und
supplemental-Region hervorgehoben in den grauen Kastchen. Rechts: ein zu den Strukturen exemplarisch dargestelltes
co-IP-Experiment. Die obere Reihe zeigt die Immunoprazipitation mit den anti-Ago2- und Flag-Antikérpern (AK). Die mittlere
Reihe stellt die reextrahierte radioaktive HCV-RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches beziiglich der co-IP als
Input-Kontrolle diente. T: aufgetragenes Transkript, als Hohenmarker.




In Verbindung mit der Struktur (Uber 60% der seed-target-Sequenz liegt einzelstrangig vor) der
einzelnen HCV-RNA-Fragmente deuten diese Ergebnisse auf eine Korrelation zwischen der
Zugénglichkeit und der miR-122/Ago2-Komplex-Hybridisierung an die HCV-RNA hin. Unterstitzt wird
diese Theorie durch die Tatsache, dass fiir die Bindungsstelle S3 die grofite strukturelle Veranderung
der vorhergesagten RNA-Sekundarstruktur von gering zuganglich zu gut zuganglich vorliegt und
daher die starkste Veranderung der Bindungsintensitat zeigt. Zudem deutet die Bindung der miR-122
an die 5B.3 Bindungsstelle auf einen Einfluss der Sekundarstruktur tiber die Grenzen der eigentlichen
Bindungsstelle hinweg hin (vergleiche Abbildung 2.6 B und Abbildung 2.9 B). Um diese Theorie
nachzuprifen, erfolgten fiir die Bindungsstellen in der NS5B-kodierenen Region noch weitere co-IPs
mit optimierten Primern. Die Bindungsstellen in der 3’-UTR wurden nicht weiter untersucht, da hier

bereits eine sehr starke Bindung nachgewiesen werden konnte.

2.2.1.4 Optimierte Primer fiir die Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region

Bei der Festlegung der nachsten Primerpaare lag das Hauptaugenmerkt darauf, die
miR-122-Bindungsstellen so zugdnglich wie moglich fiir den miR-122/Ago2-Komplex zu erhalten. Dies
bedeutet, dass sowohl die seed-target-Sequenz als auch zusatzlich die supplemental-Region
moglichst einzelstrangig vorliegen und fir 5B.3 die konservierte Sekundarstruktur moglichst erhalten
bleiben sollte. Um die bestmoglichen Primer zu generieren, fiihrte Markus Fricke aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Manja Marz (Jena) Faltungsstudien mit verschieden langen Fragmenten fiir
5B.2 (Conl und J6-JFH1) und 5B.3 (J6-JFH1) durch. Im Fall dieser NS5B-Bindungsstellen wurden
Abstande der Primer gewahlt, welche den Abstand translatierender Ribosomen simulieren, um eine
moglichst natlirliche Formation der Sekundarstrukturen zu erlauben. Die so vorgeschlagenen Primer
wurden dann verwendet, um erneut radioaktiv-markierte Transkripte herzustellen und
co-IP-Versuche durchzufihren (Abbildung 2.10). Die Sequenz der Primer und der Transkripte
befindet sich im Anhang 6.2.

Wie der Abbildung 2.10 zu entnehmen ist, konnte fir alle drei untersuchten HCV-RNA-Fragmente
eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes nachgewiesen werden. Fiur die Bindungsstelle
5B.2c konnte sowohl fiir Con1l als auch fiir J6-JFH1 eine im Vergleich zu den zweiten co-IPs messbare
Verstarkung bei der Bindungsintensitat festgestellt werden (exemplarisch in der Abbildung 2.10 A
dargestellt). Fir Conl wurde eine durchschnittliche Verbesserung auf das 4,7-fache der
Flag-Kontrolle und fiir J6-JFH1 eine 3,8-fache Steigerung erzielt. Die Bindungsintensitat fiir 5B.2c
konnte im Isolat Con1 also fast verdoppelt werden. Die jedoch starkste Bindung (8,1-fach tber der
Kontrolle) konnte bei 5B.3¢c mit J6-JFH1 nachgewiesen werden (Abbildung 2.10 B). Dies deutet darauf
hin, dass die Sekundarstruktur, welche um die eigentliche Bindungsstelle liegt, eine wichtige Rolle bei

der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA spielt.
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Abbildung 2.10: HCV-RNA-Strukturen und co-IP-Experimente der miR-122-Bindungsstellen 5B.2c und 5B.3c

Die unter Kapitel 2.2.1.4 beschriebenen Sequenzen wurden mit dem ViennaRNAfold WebServer Programm gefaltet.
Abbildung (A): miR-122-Bindungsstelle 5B.2c fiir Conl und J6-JFH1 und (B): miR-122-Bindungsstelle 5B.3c von J6-JFH1.
Links: Ausschnitt der HCV-RNA-Struktur mit der miR-122 seed-target- und supplemental Region (gelb unterlegt). Der
Farbcode gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die Basen in der dargestellten Konformation vorliegen, wobei Blau eher
unwahrscheinlich und Rot sehr wahrscheinlich wiederspiegelt. Mitte: schematische Darstellung der kompletten
HCV-RNA-Struktur mit der seed-target- und supplemental-Region hervorgehoben in den grauen Kastchen. Rechts: ein zu
den Strukturen exemplarisch dargestelltes co-IP-Experiment. Die obere Zeile zeigt die Immunoprazipitation mit den
anti-Ago2- und Flag-Antikorpern (AK). Die mittlere Zeile stellt die reextrahierte radioaktive HCV-RNA aus 10 % des
Zelllysates dar, welches bezliglich der co-IP als Input-Kontrolle diente. T: aufgetragenes Transkript, als Hohenmarker.



2.2.2 Zuginglichkeit der Bindungsstellen des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA

Die Experimente fiir den Nachweis einer miR-122-Bindung an die HCV-RNA (Kapitel 2.2.1) flhrte zu
dem Schluss, dass die Zuganglichkeit der Erkennungssequenzen in der NS5B-kodierenden Region und
der 3’-UTR eine Rolle fiir die Interaktion des miR-122/Ago2-Komplexes mit der HCV-RNA spielt. Um
diese Beobachtung zu Uberpriifen wurde fiir jede Base der jeweiligen miR-122-Bindungsstelle die
single strand probability (ssp) der RNA-Struktur berechnet.

Dazu wurden die HCV-Sequenzen der jeweiligen Primerpaare in das RNAFold-Programm geladen und

mit folgenden Einstellungen analysiert:

1. Fold algorithms and basic options: minimum free energy (MFE) and partition function, avoid
isolated base pairs

2. Advances folding options: no dangling end energies, Turner model 2004.

Das Programm berechnet die energetisch glinstigste und somit am wahrscheinlichsten vorliegende
Struktur. Somit wird angegeben, welche Bereiche einzel- und doppelstrangig vorliegen. Fir jede
einzelne Base wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, in genau dieser Konformation vorzuliegen.
Liegt die Base gebunden in einer Haarnadelstruktur vor, beschreibt die ermittelte Wahrscheinlichkeit
die base pair probability (bpp), wahrend bei einzelstrangigem Vorliegen die ssp angegeben ist. Um
die ssps der kompletten (complete) miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und
der 3’-UTR bestimmen zu kdnnen, muss zunachst fiir jede doppelstrangig vorliegende Base der
seed-target- und supplemental-Region die ssp berechnet werden. Dies erfolgte durch Subtrahieren
der angegebenen Wahrscheinlichkeit von dem Wert 1. Danach wird der Mittelwert der einbezogenen
ssps berechnet. Die Werte in Tabelle 2.2 geben somit an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass
die Basen der kompletten miR-122-Bindungsstellen einzelstrangig vorliegen. Zudem ist der
Mittelwert fiir die Bindungsstarke der co-IP-Experimente angegeben.

Tabelle 2.2: single strand probability (ssp) und Bindungsstarke der kompletten miR-122-Bindungsstellen 5B.2, 5B.3, S3
Aufgelistet sind die Primer der drei miR-122-Bindungsstellen fiir die Klone Conl und J6-JFH1 mit der ssp der jeweiligen

Bindungsstelle und der dazugehorigen durchschnittlichen Bindungsstarke. Bindungsstellen, fiir die kein Primerpaar vorlag,
sind mit einem (-) dargestellt.

Primer Klon miR-122-Bindungsstellen
5B.2 5B.3 S3
ssp | Bindungsstirke | ssp | Bindungsstiarke | ssp | Bindungsstdrke

Conl 0,49 1,54 0,64 0,91 0,59 1,09

A J6-JFH1 | 0,77 1,68 0,88 1,24 0,81 2,30
Conl 0,58 3,62 - - 0,98 2,70

° J6-JFH1 | 0,85 3,12 0,77 3,64 0,99 4,35
Conl 0,70 4,74

‘ J6-JFH1 | 0,76 3,75 0,88 8,15




Es ist zu erkennen, dass die drei untersuchten miR-122-Bindungsstellen fir Conl von Primerpaar A
nach Primerpaar C eine hohere Wahrscheinlichkeit aufzeigen einzelstrangig vorzuliegen. Ebenso
verhalt es sich fiir die miR-122-Bindungsstelle in der 3°-UTR von J6-JFH1. Diese Beobachtung,
zusammen mit der ermittelten Intensitat der co-IPs, zeigt eine Abhangigkeit der Bindungsintensitat
des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA mit der Zuganglichkeit der Bindungsstelle. Ein solch
klarer Zusammenhang kann fir die Erkennungssequenzen in der NS5B-kodierenden Region allerdings

nicht erfolgen, obwohl sich fir 5B.3 die Bindungsintensitat fast verdreifacht.

In den nachfolgenden Abschnitten wird die Korrelation zwischen Bindungsstarke und Zuganglichkeit

genauer untersucht.

2.2.2.1 Bindungsstdrke der miR-122 an die HCV-RNA

Da Dominik Conrad in seiner Dissertation erste Hinweise darauf gegeben hat, dass die
supplemental-Region fiir eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA von
Bedeutung zu sein scheint, wurden die miR-122-Bindungsstellen fiir eine detailliertere Analyse der

Korrelation zwischen Zuganglichkeit und Bindungsstarke zunachst in drei Regionen eingeteilt:

1. complete-Bindungsstelle (seed-target- und supplemental)
2. nur die seed-target-Sequenz

3. nur die supplemental-Region.

Fir eine graphische Darstellung wurde die Zuganglichkeit der jeweiligen Region gegen die
Bindungsstarke aufgetragen (Abbildung 2.11), wobei sich die Bindungsstarke aus dem Mittelwert

(n = 3) der quantifizierten co-IP-Experimente ergibt.
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Abbildung 2.11: Korrelation von Bindungsstédrke und Zugénglichkeit der miR-122-Bindungsstellen fiir 5B.2, 5B.3 und S3
Die berechnete Intensitdt der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die drei Regionen der Bindungsstellen 5B.2
(A), 5B.3 (B) und S3 (C), aufgetragen gegen die Zuganglichkeit der Erkennungssequenzen. Die Intensitat fiir jede
Bindungsstelle aus den co-IP-Experimenten wurde mit dem Programm OptiQuant quantifiziert und die single strand
probability (ssp) wie oben beschrieben berechnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
R: Korrelationskoeffizient. *: n =1

Die dargestellten Ergebnisse zeigen fir die complete-miR-122-Bindungsstelle S3 mit einem
Korrelationskoeffizienten von lber 0,9 einen starken Zusammenhang zwischen der Bindungsstarke
und der Zugédnglichkeit. Fir 5B.2 und 5B.3 dagegen konnte mit Werten von R = 0,380 und R = 0,566
nur eine geringe Korrelation ermittelt werden. Diese Aussage bestatigt das in Tabelle 2.2 gezeigte
Ergebnis.

Fiir die Bindungsstelle 5B.2 entspricht der Korrelationskoeffizient der supplemental-Region mit
R=0,315 in etwa der der complete-Bindungsstelle, wahrend er bei der Betrachtung der
seed-target-Sequenz auf R= 0,208 sinkt. Die Bindungsstelle 5B.3 dagegen zeigt deutliche
Unterschiede bei der Betrachtung der einzelnen Regionen. Wahrend der Korrelationskoeffizient fir
die supplemental-Region sogar eine negative Korrelation aufweist, kann fiir die seed-target-Sequenz
eine Steigerung beobachtet werden, R=0,677. Dies zeigt, dass die supplemental-Region nicht

wesentlich zur Bindung der miR-122 an die HCV-RNA beitragt. Die sehr gute Korrelation der



S3-Bindungsstelle wird durch die Unterteilung nicht beeinflusst und bleibt mit einem Wert von

R = 0,930 fiir die supplemental-Region und R = 0,895 fiir die seed-target-Sequenz sehr hoch.

2.2.2.2 Korrelation der Zuginglichkeit der Kern-Sequenz der miR-122 mit der

Bindungsstarke

Die Nukleotide 2-5 des miRNA-Fiihrungsstrangs spielen eine bedeutende Rolle bei der initialen Phase
der Bindung an die Ziel-RNA. Sie wird daher auch als Kern-Sequenz bezeichnet. Diese Nukleotide
hybridisieren in einer offen fir die Ziel-RNA (meist mRNA) zugénglichen Falte des Ago2-Proteins und
sind somit verantwortlich fur die initiale Ausbildung des miR-122/Ago2-Ziel-RNA-Komplexes,
wohingegen die anderen Nukleotide zundchst weniger zuganglich sind [103]. Um zu sehen, in wie
weit die Kern-Sequenz an der Bindungsstirke der miR-122 beteiligt ist wird ihre Zuganglichkeit

ebenfalls in Korrelation zur Bindungsstarke gesetzt (Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.12: Korrelation von Bindungsstédrke und Zugénglichkeit der miR-122 Kern-Sequenz fiir 5B.2, 5B.3 und S3

Die Intensitdt der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region
5B.2 (A), 5B.3 (B) und der 3°-UTR S3 (C), aufgetragen gegen die Zugénglichkeit der Bindungsstelle. Die Intensitat fur jede
Bindungsstelle aus den co-IP-Experimenten wurde mit dem Programm OptiQuant quantifiziert. Fiir die Berechnung der
single strand probability (ssp) wurden nur die zur Kern-Sequenz komplementdren Nukleotide herangezogen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. R: Korrelationskoeffizient. *: n=1

Diese Betrachtungsweise zeigt, dass die Korrelation zwischen Bindungsstdarke und Zuganglichkeit
dieser Kern-Sequenz fiir die Bindungsstelle 5B.3 der entspricht, die auch fiir die seed-target-Sequenz
ermittelt wurde (Abbildung 2.11 B). Die geringe Korrelation der Bindungsstelle 5B.2 wird durch die
Betrachtung der Kern-Sequenz nochmals bestatigt und liegt bei R = 0,200, sehr dhnlich wie fiir die
seed-target-Sequenz (Abbildung 2.11 A). Fiir S3, welche eine starke Korrelation fiir die einzelnen
Regionen der miR-122-Bindungsstelle aufweist, konnte dagegen keinerlei Korrelation zwischen der
Kern-Sequenz und der Bindungsstarke nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die
Bindungsstelle in der 3-UTR im Ganzen, mindestens aber die seed-target-Sequenz, fir die

Anlagerung des miR-122/Ago2-Komplexes bendtigt wird.



2.2.2.3 Zuganglichkeit eines Adenosins korreliert mit der Bindungsstarke

Es konnte gezeigt werden, dass ein Adenosin (A) direkt strangabwarts der seed-target-Sequenz in
den meisten miR-122 Zielsequenzen vorhanden ist [102; 147]. Es kann direkt in die Tasche des
Ago2-Proteins binden [103] und tragt vermutlich zur Zielsequenzbindung bei.

Fir die miR-122-Bindungsstelle 5B.2 konnte ein solches Adenosin in 70 von 106 Isolaten
nachgewiesen werden, fiir 5B.3 in 101 von 106 und in 56 von 94 Isolaten von S3 (Anhang 6.1). Diese
deutliche Konservierung veranlasste dazu ein vorhandenes A in die Berechnungen der Korrelation
zwischen Zuganglichkeit und Bindungsstarke zu integrieren.

War ein Adenosin strangabwarts der seed-target-Sequenz vorhanden wurde der entsprechende Wert
fir die ssp in die Berechnung des Mittelwertes der miR-122-Bindungsstellen einbezogen. Wies eine
Sequenz kein Adenosin auf, wurde die ssp fir das stattdessen vorhandene Nukleotide auf null gesetzt
und dieser Wert bei der Mittelwertberechnung fiir die ssp der gesamten Bindungsstelle mit
einbezogen. Die Einbeziehung eines Adenosins erfolgte flr die complete-Bindungsstelle und die

seed-target-Sequenz (Abbildung 2.13).
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Abbildung 2.13: Korrelation von Bindungsstarke und Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstellen fiir 5B.2, 5B.3 und S3
unter Einbeziehung eines Adenosins

Die berechnete Intensitat der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an zwei Regionen der miR-122-Bindungsstellen
5B.2 (A), 5B.3 (B) und S3 (C), aufgetragen gegen die Zuganglichkeit der Bindungsstelle. Die Intensitat fiir jede Bindungsstelle
aus den co-IP-Experimenten wurde mit dem Programm OptiQuant quantifiziert. Die single strand probability (ssp) wurde
wie oben beschrieben berechnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. R: Korrelationskoeffizient. *: n=1



Wird das Adenosin bei der Berechnung der ssp berlicksichtigt zeigt sich nur bei der
complete-miR-122-Bindungsstelle 5B.2 eine Steigerung der Korrelation zwischen Bindungsstarke und
Zuganglichkeit von R = 0,380 (Abbildung 2.11 A) auf R = 0,481 (Abbildung 2.13 A). Ebenso sieht man
bei der Betrachtung der seed-target-Sequenz der Erkennungssequenz 5B.2 eine Steigerung der
Korrelation von R = 0,208 (Abbildung 2.11 A) auf R = 0,254 (Abbildung 2.13 A) bei Einbeziehung des
Adenosins. Flr die beiden anderen untersuchten Bindungsstellen (5B.3 und S3) &ndert sich der
Korrelationskoeffizient im Vergleich zu dem unter Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen nicht wesentlich.
Somit scheint das Adenosin durchschnittlich gesehen wenig bis keinen direkten Einfluss bei der
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die Zielsequenz zu haben. Allerdings legen obige
Daten die Vermutung nahe, dass solche Bindungsstellen, bei denen die Zuganglichkeit stark von den
umgebenden Sequenzen abhangig und durchschnittlich eher niedrig ist (wie bei der Bindungsstelle

5B.2), das zusatzliche Adenosin am ehesten eine Rolle spielt.

2.2.2.4 Abhangigkeit der Bindung vom verwendeten HCV-Isolat

Die in dieser Arbeit verwendeten Isolate Conl (1b) und J6-JFH1 (2a) unterscheiden sich nicht nur in
der Haufigkeit ihres geographischen Vorkommens sondern auch im Krankheitsverlauf und dadurch in
der Art der Therapieform [149]. Zudem ist das Genom von Conl um 100 Nukleotide kiirzer als von
J6-JFH1 und in der NS5-Region besteht nur eine 64 % Ubereinstimmung innerhalb der
Nukleotidsequenz. Wie auch in der Tabelle 2.2 zu erkennen ist unterscheiden sich die ssps zwischen
Conl und J6-JFH1 teilweise sehr deutlich. Da fir 5B.2 am meisten Datenpunkte vorhanden sind
erfolgte hier eine Separierung der Isolate voneinander. Dazu wurde ebenfalls die Bindungsstarke
gegen die Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstelle aufgetragen und zwar jeweils fir die
complete-Bindungsstelle, die supplemental-Region, die seed-target-Sequenz und fir die
Kern-Sequenz CUCC.

Wie in Abbildung 2.14 zu erkennen ist besteht bei dem Isolat Conl eine starkere Korrelation
zwischen Bindungsstarke und Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstelle als bei J6-JFH1. Wahrend
fir Conl sowohl fiir die complete-Bindungsstelle als auch fiir die seed-target- und die Kern-Sequenz
ein Korrelationskoeffizient von bis zu R = 0,9 vorliegt, zeigt sich bei J6-JFH1 in diesen drei Region eine
geringere bzw. eine negative Korrelation. Einzig die supplemental-Region weist flir J6-JFH1 mit einem
Korrelationskoeffizienten von R = 0,858 einen starken Zusammenhang zwischen Bindungsstarke und

Zuganglichkeit auf, wohingegen Con1 in dieser Region eine negative Korrelation zeigt.
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Abbildung 2.14: Korrelation von Bindungsstidrke und Zuganglichkeit an die miR-122-Bindungsstelle 5B.2 in Abhdngigkeit
vom verwendeten Genotyp

Die berechnete Intensitit der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die Bindungsstelle 5B.2 fir die Genotypen
Conl (A) und J6-JFH1 (B), aufgetragen gegen die Zuganglichkeit der Bindungsstelle. Die Intensitat fir jede Bindungsstelle
aus den co-IP-Experimenten wurde mit dem Programm OptiQuant quantifiziert. Die single strand probability (ssp) wurde
wie oben beschrieben berechnet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. R: Korrelationskoeffizient. *: n=1

2.3 Einfluss einer Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die
HCV-RNA

In den weiterfiihrenden Experimenten sollte zum einen die Bedeutung der supplemental-Region bei
einer miR-122-Bindung an die Erkennungssequenz in der 3’-UTR untersucht werden, zum anderen
der Einfluss dieser Bindungsstelle auf die Translation. AuRerdem sollte die Bedeutung aller drei
miR-122-Bindungsstellen auf die Funktionalitdt der Replikation betrachtet werden. Um diese
Versuche durchfiihren zu kénnen, mussten zunachst Konstrukte mit mutieren Erkennungssequenzen
hergestellt werden. Dabei wurde nur die RNA-Sequenz des Genotyps J6-JFH1 verwendet, da es nur
mit diesem moglich ist virale Partikel herzustellen.

Dafir mussten zunachst Nukleotide ausgetauscht werden, welche in der NS5B-kodierenden Region
zu keinem Aminosaure-Austausch fiihren und die RNA-Struktur nicht verandern. Dadurch kann in den
folgenden co-IP-Experimenten durch Mitfiihren der Wildtyp-RNA als Positivkontrolle nachgewiesen
werden, ob durch die Mutation eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die jeweilige
Bindungsstelle unterbunden wird. Die Strukturerhaltung war auch fir die Mutation in der 3’-UTR
eine wichtige Voraussetzung. Zudem wurde diese miR-122-Bindungsstelle in drei Bereiche
untergliedert: Mutationen nur in der supplemental-Region (S3,,m), nur in der

seed-target-Sequenz (S3,:m) und in der complete-Bindungsstelle (S3.,,m).



Da Dominik Conrad in seiner Dissertation Hinweise dafir gefunden hatte, dass die
supplemental-Region dieser Bindungsstelle eine wichtige Rolle bei der Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA spielt, sollte dies hier genauer untersucht werden.
AuRerdem sollten die integrierten Nukleotidaustausche in allen miR-122 Zielsequenzen verschieden
sein, aber auch unterschiedlich zu den bereits vorhandenen Mutationen in den
miR-122-Bindungsstellen der 5-UTR (S1m und S2m). So ist es moglich, jede Bindungsstelle mit ihrer
komplementdren mutierten miR-122 einzeln zu adressieren, um eine Hybridisierung des

miR-122/Ago2-Komplexes an die jeweilige Bindungsstelle wieder herzustellen.

2.3.1 Generieren von Mutationen in den miR-122-Bindungsstellen

Da fiir die miR-122-Bindungsstellen 5B.2 und 5B.3 die AS-Sequenzen erhalten bleiben miissen, waren
die Moglichkeiten fiir Nukleotidaustausche sehr begrenzt, zumal bekannt war, dass ein Austausch
von 2 Nukleotiden am besten fiir eine Mutation geeignet ist [98] und bereits Mutationen in der
5°-UTR vorlagen. Dennoch war es moglich, flir beide Stellen Mutationen zu finden, welche keinen
Einfluss auf die RNA-Sekundarstruktur haben und im Leserahmen liegen (Tabelle 2.3).

Eine Mutation flr die seed-target-Sequenz in der 3’-UTR zu generieren, gestaltete sich um einiges
leichter, da dort nicht auf die AS-Sequenz geachtet werden musste. Dies galt jedoch nicht fiir die
Mutation in der supplemental-Region, von welcher 2 Nukleotide in die NS5B-kodierende Region
ragen und 2 weitere Nukleotide Teile des Stopp-Codons darstellen. Aufgrund dieser Tatsache und des
Wissens, dass ein Guanin nicht nur mit einem Cytosin paaren kann, sondern ebenso mit einem
Uracil [150], war es nicht moglich, eine Mutation zu finden, welche keinen AS-Austausch hervorruft.
Da das Stopp-Codon fiir die geplanten Replikationsversuche auf jeden Fall erhalten bleiben musste,
konnte nur die letzte AS ausgetaucht werden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass diese nicht durch
eine in ihren biochemischen Eigenschaften vollkommen unterschiedliche AS ersetzt wird. Daher
erfolgte ein Austausch vom positiv geladenen Arginin zum neutralen Alanin. Die Sequenzen der

Mutationen sind in Tabelle 2.3 gezeigt.



Tabelle 2.3: Mutationen der miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR, der NS5B-kodierenden Region und der 3"-UTR
Mutierte Nukleotide sind in unterstrichen.

Vorkommen Bezeichnung Sequenz

5-UTR Sim AGACTAC

5-UTR S2m CTATCC

NS5B 5B.2m ACACAGC

NS5B 5B.3m GACACC

3’-UTR S3,um GCCTAGAGCGGCACACACTAGGTACACTCC
3’-UTR S3,em CGGTAGAGCGGCACACACTAGGTACTCTGC
3’-UTR S3.,em GCCTAGAGCGGCACACACTAGGTACTCTGC

Um die Mutationskonstrukte herzustellen, wurde eine in vitro-Mutagenese-PCR (Kapitel 4.2.3.2.2)
durchgefihrt. Bei dieser Methode erfolgt eine Amplifikation des gesamten Plasmides. Sie eignet sich
somit nur fur Plasmide mit einer GroRe von bis zu 7000 bp. Fir die geplanten Experimente mussten
sechs verschiedene Ausgangsplasmide mit den jeweiligen Mutationen generiert werden, zum einen
Translationskonstrukte, um den Einfluss der miR-122-Bindungsstelle in der 3"-UTR auf die Translation
zu untersuchen, und zum anderen Plasmide fiir Replikationsversuche.

Die fur die Translationsversuche verwendeten Ausgangsplasmide, pUC18_J6/JFH1 _hRLuc (5°-UTR
mutiert sowie nicht mutiert) enthalten einen T7-Promotor, die 5°-UTR, die Renilla Luciferase, die
letzten 20 Basen der NS5B-kodierenden Region und die 3-UTR (Anhang 6.4.6). Die Plasmide weisen
eine GroRe von ca. 4300 bp auf. Somit konnte direkt mit der in vitro-Mutagenese der drei Regionen
in der 3"-UTR begonnen werden.

Die verwendeten Ausgangsplasmide, pUC18_P.s_WT_SLI-Il (5'-UTR mutiert sowie nicht mutiert) fur
die Replikationsversuche sind von Lyudmila Shalamova (Arbeitsgruppe Prof. Niepmann, unpublizierte
Daten) hergestellte Minimalkonstrukte, welche u.a. eine verdnderte IRES-Struktur enthalten. Da sie
mit knapp 10.000 bp sehr grof® sind, musste zunachst kloniert werden. Die Klonierung erfolgte in
zwei Schritten. Als erstes wurde die zu mutierende HCV-RNA von J6-JFH1 in ein pUC18 Grundgeriist
kloniert. Das DNA-Stiick war ca. 1000 bp lang und enthielt die miR-122-Bindungsstellen der
NS5B-kodierenden Region und die komplette 3°-UTR. Das daraus resultierende Plasmid
(pUC18_J6/JFH1 _NS5B-3'-UTR; Anhang 6.4.3) war 3669 bp lang, wodurch direkt mit der Mutagenese
begonnen werden konnte. AnschlieRend wurden die verschieden mutierten DNA-Fragmente in die
Minimalkonstrukte (5°-UTR: 1. Mutiert und 2. Nicht mutiert) zurlick kloniert. Durch diese Art der
Vorgehensweise entstanden eine Reihe von Plasmiden (Kapitel 4.1.9). Die wahrend des
Zwischenschritts entstanden Plasmide pUC18_J6/JFH1_NS5B-3’-UTR dienten als Template fir die

nachfolgenden Mutationsversuche.



2.3.2 Uberpriifung der Mutationen mittels co-IP

Bevor mit den Translations- und Replikations-Experimenten begonnen werden konnte, musste
zunachst mit Hilfe der co-IP nachgewiesen werden, ob die eingefligten Mutationen tatsachlich eine
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA unterbinden. Zur Uberpriifung wurden
die unter Kapitel 2.2.1 beschriebenen Primerpaare, 5B.2c, 5B.3c und S3b, zur Herstellung der
radioaktiv-markierten mutierten sowie nicht mutierten HCV-RNA-Sequenzen verwendet.

Fiir die co-IPs wurden Hela-Zellen mit der mutierten HCV-RNA und der Wildtyp (WT) miR-122
transfiziert und daraus nach 6 h miR-122/Ago2-HCV-RNA-Komplexe immunopréazipitiert. Als
Positivkontrolle diente die Wildtyp-RNA. Es handelte sich somit um verschiedene Transkripte, die fir
die Transfektion der Zellen benutzt wurden. Dadurch erkldren sich die teils unterschiedlich starken
Banden der Input-Proben. Die nachfolgenden Abbildung 2.15 und Abbildung 2.16 zeigt die

co-IP-Ergebnisse fiir jede der mutierten miR-122-Bindungsstellen.
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Abbildung 2.15: co-IP-Experimente der mutierten HCV-RNAs mit den Bindungsstellen 5B.2m und 5B.3m

Dargestellt ist exemplarisch jeweils ein durchgefiihrtes co-IP-Experiment fir die mutierten miR-122-Bindungsstellen in der
NS5B-kodierenen Region, 5B.2m (A) und 5B.3m (B). Die obere Reihe jeder Tabelle zeigt die Immunoprazipitation mit den
anti-Ago2- und Flag-Antikérpern (AK). Die untere Reihe stellt die reextrahierte RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches als
Input-Kontrolle dient. T: aufgetragenes Transkript als Hohenmarker. WT: Wildtyp-RNA als Positivkontrolle, m: mutierte
RNA. Transfiziert wurden alle Proben mit der Wildtyp-miR-122.

Die co-IP-Versuche zeigen deutlich fiir die NS5B-kodierenden Regionen, dass die miR-122-Bindung
sowohl an der 5B.2m-HCV-RNA als auch an der 5B.3m-HCV-RNA verhindert wird, diese Mutationen

also fur die Translations- und Replikations-Versuche verwendet werden kénnen.
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Abbildung 2.16: co-IP-Experimente der mutierten HCV-RNAs mit den Bindungsstellen S3,,m, S3,.m und S3,,m

Dargestellt ist exemplarisch jeweils ein durchgefiihrtes co-IP-Experiment fur die mutierten miR-122-Bindungsstelle S3. Die
co-IP mit der 3’-UTR wurde in drei Experimente unterteilt, je nachdem, welcher Bereich mutiert vorliegt: nur supplemental
(A), nur seed-target (B) und complete (C). Die obere Reihe jeder Tabelle zeigt die Immunoprézipitation mit den
anti-Ago2-und Flag-Antikérpern (AK). Die untere Reihe stellt die reextrahierte RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches als
Input-Kontrolle dient. T: aufgetragenes Transkript als Hohenmarker. WT: Wildtyp-RNA als Positivkontrolle, m: mutierte
RNA. Transfiziert wurden alle Proben mit der Wildtyp-miR-122.

Die 3’-UTR wurde in drei Regionen eingeteilt: S3,;m, S3,m und S3,m. Wie fir die
miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region konnte eine Bindung durch die
Mutationen S3,m und S3.,,m unterbunden werden, jedoch nicht durch die Mutation der
supplemental-Region (S3,,m). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die ergidnzende
miR-122-Region fur die Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes nicht bendtigt wird. Dies
widerspricht den von Dominik Conrad generierten Ergebnissen, allerdings wurde bei den vorherigen

Experimenten ein anderer Genotyp verwendet.



2.3.3 Bindung verschieden mutierter miR-122 an die mutierte HCV-RNA

Nachdem also gezeigt wurde, dass die Mutationen eine Bindung verhindern, konnte mit den
eigentlichen Translationsversuchen (Kapitel 2.3.5) begonnen werden. Parallel erfolgten weitere
co-IP-Versuche. Es sollte dabei untersucht werden, ob die Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA durch die komplementir mutierte miR-122
wiederhergestellt werden kann. Diese Ergebnisse sind fir spatere Gegenversuche der Funktionalitat
der miR-122-Bindungsstellen in den Replikationsversuchen von Bedeutung. Des Weiteren musste
nachgeprift werden, ob die verschieden mutierten miR-122 unspezifisch an eine andere mutierte
Bindungsstelle paaren. Nur wenn das nicht der Fall ist, kénnen Transfektionsversuche mit einer
Kombination von verschiedenen miRs durchgefiihrt werden, ohne dass ein falsch positives Ergebnis
generiert wird, so dass letztlich eine Aussage spezifisch fiir die jeweils adressierte Bindungsstelle
getroffen werden kann.

Die Abbildung 2.17 und Abbildung 2.18 zeigen die jeweilige mutierte miR-122-Bindungsstelle 5B.2m
und 5B.3m, sowie S3,.m und S3.,m transfiziert mit allen vorliegenden kompensierenden mutierten
miR-122-Varianten. Die Mutation S3,;,m wurde in dieser Art nicht weiter untersucht, da diese
supplemental-Region fir die miR-122-Bindung an die Erkennungssequenz S3 nicht relevant ist
(Abbildung 2.16). Sowohl die Translationsversuche als auch die Replikationsversuche sollten in
Konstrukten mit mutierter und nicht mutierter 5’-UTR durchgefiihrt werden. Deshalb wurden die
jeweiligen RNAs mit den mutierten Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region, 5B.2m und
5B.3m, sowie S3;:m und S3.,,m mit ihren komplementadr mutierten miR-122 Pendantes transfiziert
und zusatzlich jeweils zusammen mit den komplementar mutierten miR-122 der 5°-UTR S1m und
S2m. Um eine quantitative Aussage treffen zu kénnen, erfolgte auch hier eine Auswertung mit dem

OptiQuant-Programm.
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Abbildung 2.17: Bindungsversuche der mutierten HCV-RNA 5B.2m und 5B.3m, transfiziert mit allen miR-122-Varianten
Die HCV-RNAs 5B.2m und 5B.3m wurden mit jeder mutierten miR-122 in HelLa-Zellen transfiziert und nach 6 h mit anti-Ago2
immunoprazipitiert. Dargestellt ist exemplarisch ein durchgefiihrtes co-IP-Experiment flr die mutierten
miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region, 5B.2m (A) und 5B.3m (B). Die obere Reihe zeigt die
Immunoprazipitation mit den anti-Ago2- und Flag-Antikérpern (AK). Die mittlere Reihe stellt die reextrahierte RNA aus 10 %
des Zelllysates dar, welches als Input-Kontrolle dient. T: aufgetragenes Transkript als Hohenmarker. WT: Wildtyp. Die
WT-HCV-RNA transfiziert mit der miR-122/WT dient als Positivkontrolle, wahrend die mutierte HCV-RNA mit der
miR-122/WT als Negativkontrolle fiir eine Bindung betrachtet wird. Die Flag-Probe ist die Negativkontrolle fiir die
Versuchsdurchfiihrung. Die Proben wurden auf zwei verschiedene Gele aufgetragen, da die Probentaschen auf einem Gel
nicht ausreichten. Stark hervorgehoben ist die zur Bindungsstelle komplementar mutierte miR-122.

Wie in Abbildung 2.17 A zu erkennen ist, konnte fiir die komplementdre miR-122/5B.2m zwar eine
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA erfolgen, allerdings ist sie nur halb so
stark wie die Bindung der miR-122/WT an die WT-RNA. AuBerdem bindet die miR-122/S2m
unspezifisch an die 5B.2m HCV-RNA. Zwar ist die Bindung auch hier nicht so stark wie bei der
Positivkontrolle, aber um ein Viertel stérker als bei der passenden miR-122/5B.2m.

Abbildung 2.17 B zeigt die co-IP-Experimente fiir die 5B.3m Bindungsstelle. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA 5B.3m mit der



komplementdren miR-122/5B.3m wieder hergestellt werden konnte. Im Vergleich zur
Positivkontrolle ist die Bindung um ein Drittel starker. Allerdings erfolgt hier ebenfalls eine
unspezifische Bindung einer anderen miR-122, der miR-122/5B2m. Nach Quantifizierung mit dem
OptiQuant-Programm ist diese Bindung in etwa gleich stark wie die komplementare miR-122/5B.3m.
Diese Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass die komplementaren miRs zwar flir Gegenversuche
verwendet werden kénnen, eine Kombination mehrerer mutierter miRs jedoch modglicherweise

falsch positive Resultate hervorruft.
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Abbildung 2.18: Bindungsversuche der mutierten HCV-RNA S3,.m und S3.,m, transfiziert mit allen miR-122-Varianten

Die HCV-RNA S3,.m und S3.,,m wurden mit jeder mutierten miR-122 in Hela-Zellen transfiziert und nach 6 h mit anti-Ago2
immunopréazipitiert. Dargestellt ist exemplarisch ein durchgefiihrtes co-IP-Experiment fiir die mutierten
miR-122-Bindungsstellen S3,.m (A) und S3.,m (B). Die obere Reihe zeigt die Immunoprazipitation mit den anti-Ago2- und
Flag-Antikérpern (AK). Die mittlere Reihe stellt die reextrahierte RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches als
Input-Kontrolle dient. T: aufgetragenes Transkript als Hohenmarker. WT: Wildtyp. Die WT-HCV-RNA transfiziert mit der
miR-122/WT dient als Positivkontrolle, wahrend die mutierte HCV-RNA mit der miR-122/WT als Negativkontrolle fir eine
Bindung betrachtet wird. Die Flag-Probe ist die Negativkontrolle fir die Versuchsdurchfiihrung. Die Proben wurden auf zwei
verschiedene Gele aufgetragen, da die Anzahl der Probentaschen auf einem Gel nicht ausreichten. Stark hervorgehoben ist

die zur Bindungsstelle komplementdr mutierte miR-122.



Die Abbildung 2.18 zeigt Experimente der mutierten miR-122 an die Bindungsstellen S3,,m und
S3,m. An der Bindungsstelle S3,.m konnte durch die komplementidre miR-122/S3..m eine
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes wiederhergestellt werden. Diese Bindung ist jedoch
4-fach schwacher, als sie im Wildtypkontext gezeigt werden konnte. Mit der komplementaren
miR-122/S3.,m, welche sich nur in 3 Nukleotiden von miR-122/S3,.m unterscheidet, konnte jedoch
eine sehr starke Bindung festgestellt werden. Diese ist vergleichbar mit der Bindung des Wildtyps. In
Abbildung 2.18 B ist zu sehen, dass mit der miR-122/S3.,,m die Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die Bindungsstelle S3.,,m zwar wiederhergestellt werden konnte, bei
weitem jedoch nicht so stark wie es an die S3,.m Bindungsstelle erfolgte. Umgekehrt zeigt die
miR-122/S3,.m allerdings keinerlei Bindung an die S3.,m Bindungsstelle. All das kénnte ein Hinweis
dafiir sein, dass die supplemental-Region doch eine Rolle bei der miR-122/Ago2-Komplex-Bindung an
die HCV-RNA spielt, was mit der Methode der co-IP jedoch nicht genau untersucht werden kann.

Die durchgefiihrten co-IP-Experimente mit den mutierten miR-122 fiihren zu dem Schluss, dass die
miR-122 zwar fir ihre komplementdren Bindungsstellen eingesetzt werden koénnen, eine

Kombination jedoch zu falsch positiven Ergebnissen flihren kann.



2.3.4 Bindung verschieden mutierter miR-122 an die Wildtyp-miR-122-Bindungsstellen
der HCV-RNA

Da in den verwendeten Konstrukten ebenfalls immer Wildtyp-miR-122-Bindungsstellen vorhanden
sind, musste noch nachgepriift werden, ob die mutierten miR-122 an diese Stellen binden. Fiir diese
Untersuchung wurde ein *’P-radioaktiv-markiertes Transkript der 5°-UTR WT-HCV-RNA hergestellt
und eine co-IP mit den mutierten miR-122 durchgefihrt. Es wurde die RNA-Sequenz der 5°-UTR
verwendet, da hier generell eine starkere Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes

nachgewiesen werden kann.

WT | WT |5B.2m|5B.3m|S3,.m|S3.,m | miR-122

Abbildung 2.19: Bindungsversuche der verschieden mutierten miR-122-Duplexe an die WT-miR-122-Bindungsstelle

Die Wildtyp-HCV-RNA der 5°-UTR wurde mit den mutierten miR-122 5B.2m, 5B.3m, S3,:m und S3.,m in Hela-Zellen
transfiziert und nach 6 h mit anti-Ago2 immunoprazipitiert. Die obere Reihe zeigt die Immunoprazipitation mit den
anti-Ago2- und Flag-Antikérpern (AK). Die mittlere Reihe stellt die reextrahierte RNA aus 10 % des Zelllysates dar, welches
als Input-Kontrolle dient. T: aufgetragenes Transkript als Hohenmarker. WT: Wildtyp.

Die Abbildung 2.19 zeigt ein co-IP-Experiment bei dem die 5-UTR mit den
WT-miR-122-Bindungsstellen und den zu den 5B.2m, 5B.3m, S3,.m und S3.,m Bindungsstellen
komplementaren miR-122 transfiziert wurde. Es konnte zwar fiir jede der verwendeten miR-122 eine
schwache Bande detektiert werden, jedoch sind diese im Vergleich zur Positivkontrolle sehr schwach.
Dieses Resultat spricht dafiir, dass die jeweilige mutierte miR-122 fiir eine Adressierung an die

jeweils mutierte Bindungsstelle in Verbindung mit WT-Bindungsstellen verwendet werden kann.



2.3.5 Einfluss der miR-122-Bindungsstelle in der 3°-UTR auf die Translation der
HCV-Proteine

Es ist bekannt, dass microRNAs an der eukaryotischen post-translationalen Genregulation beteiligt
sind. Sie paaren mit ihrer seed-Sequenz an eine komplementdre Sequenz der 3°-UTR ihrer
Ziel-mRNAs und reprimieren die Translation. Von HCV dagegen ist bekannt, dass die Translation
durch die Interaktion mit der leberspezifischen miR-122 stimuliert werden kann. Die dafiir wichtigen
cis-regulatorischen Elemente befinden sich in der 5’- und 3’-UTR des HCV-Genoms (Abbildung 1.14).
Wadhrend die stimulierende Funktionsweise der miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR auf die
Translation deutlich gezeigt werden konnte [99], wird generell die Bedeutung der 3'-UTR fir die
Translation kontrovers diskutiert. Einige Studien zeigen keinen Einfluss der 3"-UTR auf die Translation
[151], wohingegen andere einen inhibierenden [152] oder einen stimulierenden Effekt [50; 51]
darlegen. Ubt die Anwesenheit der 3’-UTR Struktur allerdings einen Effekt auf die Translation aus,
stellt sich die Frage, in wie weit die miR-122-Bindungsstelle dabei eine Rolle spielt. Um diese Frage zu
beantworten, sollten im Rahmen dieser Arbeit Translationsversuche mit einer mutierten
miR-122-Bindungsstelle in der 3'-UTR durchgefiihrt werden.

Obwohl bereits gezeigt wurde, dass weniger die Sequenz als vielmehr die Sekundarstruktur dieser
Region eine Rolle bei der Translation zu spielen scheint [50; 99], wurden erneut entsprechende
Versuche durchgefiihrt. Die Begriindung dafiir lag darin, dass in den vorangegangenen
Untersuchungen zwar die miR-122-Bindungsstelle in der 3’-UTR mutiert wurde, die Luciferase-Assays
allerdings immer in Anwesenheit der Wildtyp 5-UTR erfolgten. Es lagen somit zwei funktionelle
miR-122-Bindungsstellen im Konstrukt vor und der alleinige Einfluss der miR-122-Bindungsstelle in
der 3’-UTR konnte nicht untersucht werden. AuRerdem wurde in den friiheren Arbeiten nicht wie
hier explizit auf den Erhalt der Sekundarstruktur der RNAs, die die Bindungsstelle enthalten,
geachtet. In dieser Arbeit konnte durch Kombinationen eingefiigter Mutationen in die
miR-122-Bindungsstellen S1 und S2 zusammen mit S3 der Einfluss der 3’-UTR separat betrachtet
werden. Zudem wurde das Hauptaugenmerk bis dahin nur auf die seed-target-Sequenz gerichtet,
wahrend die supplemental-Region bislang unbearbeitet blieb. Im Laufe dieser Arbeit konnten diese
Bereiche durch Mutationen jedoch getrennt analysiert werden, so dass eine separate
Betrachtungsweise moglich war.

Um den Einfluss der miR-122-Bindungsstelle in der 3’-UTR auf die Translation von HCV-RNA zu
untersuchen, wurden zur Herstellung monocistronischer HCV-Reporter-RNAs verschiedene
Ausgangsplasmide verwendet (Kapitel 2.3.1). Allen gemein ist das Vorhandensein eines Renilla
Luciferase-Reportergens, einer IRES-Struktur, die letzten Basen der NS5B-kodierenden Region,
welche die supplemental-Region enthilt, und die komplette 3°-UTR. Der Unterschied liegt in den

mutierten oder nicht mutierten miR-122-Bindungsstellen, wobei die 5-UTR als Wildtyp



(Abbildung 2.20 A) oder mutiert (Abbildung 2.20 B) vorliegt und mit allen vier Varianten der 3’-UTR
kombiniert wird. Abbildung 2.20 gibt einen Uberblick der verschiedenen HCV-Reporter-RNAs.
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung der verwendeten HCV-Reporter-RNAs

Die kodierende Sequenz der Renilla-Luciferase wird in 5°-Richtung von der IRES-Struktur und in 3’-Richtung von einem Teil
der NS5B-kodierenden Region und der 3'-UTR flankiert. AuBerdem sind die miR-122-Bindungsstellen als Wildtyp
(graue Kasten) und mutiert (schwarze Kasten) dargestellt. Die 5-UTR liegt entweder in ihrer Wildtypform (A) oder
mutiert (B) vor. Die miR-122-Bindungsstelle in der 3’-UTR ist unterteilt in die supplemental- und seed-target-Region, welche
ebenfalls als Wildtyp (graue Kasten) oder mutiert (schwarze Kasten) vorliegen. Fir die Versuche werden
HCV-Reporter-Konstrukte verwendet, welche jeweils die 5°-UTR mit allen vier Varianten der 3°-UTR enthalten.
$1S2: miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR, S3,.: supplemental-Region, S3;e: seed-target-Sequenz,
S3.,: complete-Bindungsstelle in der 3'-UTR. m: mutiert, VR: variable Region, Rluc: Renilla-Luciferase, die Zahlen bei Core
und NS5B geben die Nukleotidldnge dieser Region in dem Konstrukt an.

Die dargestellten HCV-Reporter-RNAs wurden zusammen mit einer polyadenylierten
Cap-Firefly-Luciferase-mRNA und den entsprechenden kompensierenden miR-122"s in Hela-Zellen
transfiziert und nach 6 h lysiert. AnschlieBend wurden sie mit dem ,Renilla-Juice Luciferase Assay”
und dem ,,Beetle-Juice Luciferase Assay” Kit gemessen. Die FLuc-mRNA dient als interne Kontrolle um

Transfektionsunterschiede innerhalb des Versuches auszugleichen. Bei jedem Versuch wurde jede



HCV-Reporter-RNA auch ohne die Zugabe einer miR-122 gemessen, so dass alle anderen Werte auf
diesen dann als 100 % gesetzten Wert normalisiert werden konnten.

In der geplanten Versuchsdurchfiihrung wurden Translationsstudien fir alle drei in Kapitel 2.3.1,
beschriebenen Mutationskonstrukte (S3,;m, S3,cm und S3.,m) durchgefiihrt. In Abbildung 2.16
wurde gezeigt, dass die S3,;m-Mutation eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die
HCV-RNA nicht unterbindet. Die Einzelresultate sind zwar nicht aussagekraftig, werden aber fir die
Interpretation und den Vergleich zwischen S3,.m und S3.,m bendtigt.

Es wurden Translationsversuche mit HCV-Reporter-RNAs der drei verschieden mutierten
miR-122-Bindungsstellen in der 3-UTR in Kombination mit den mutierten (Abbildung 2.21) und nicht
mutierten (Abbildung 2.22) miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR durchgefiihrt. Die Proben wurden
alle auf ihre HCV-Reporter-RNA normalisiert, welche ohne miR-122 in Hela-Zellen transfiziert wurde.
In Abbildung 2.21 sind die Translationsergebnisse der HCV-Reporter-RNAs dargestellt deren
miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR in ihrer WT-Form vorliegen. Variiert werden die einzelnen
Proben nur aufgrund ihrer mutierten 3°-UTR-Region in Kombination mit unterschiedlichen

miR-122-Duplexen, weshalb bei der Beschreibung nur noch auf die 3"-UTR eingegangen wird.
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Abbildung 2.21: Translationsversuche von HCV-Reporter-RNAs mit mutierter miR-122-Bindungsstelle der 3°-UTR und
Wildtyp-miR-122-Bindungsstelle der 5°-UTR

Expression der Renilla-Luciferase (RLuc) der HCV-Reporter-RNAs mit WT-miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR und
mutierten Bindungsstellen in der 3°-UTR, 6 h nach der Transfektion in Hela-Zellen. Die Zellen wurden mit verschieden
mutierten miR-122-Duplexen transfiziert. WT: Wildtyp. Die Werte reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen
aus 2—3 voneinander unabhangigen Experimenten.



Durch das Mitfiihren einer HCV-Reporter-RNA, welche keine 3’-UTR-Struktur enthélt, wird die in
vorangegangenen Studien beschriebene Aussage belegt, dass diese Struktur fiir eine effiziente
Translation anwesend sein sollte.

Werden die HCV-Reporter-RNAs mit den drei verschiedenen miR-Bindungsstellen S3,,;m, S3,.m und
S3.M, jeweils mit der miR-122/WT und ihrer komplementaren miR-122 separat transfiziert, zeigt sich
teilweise ein unerwartetes Ergebnis. Die Translationseffizienz der S3,;um und S3,.m Konstrukte mit
der miR-122/WT entspricht der des WT-Konstrukts, wohingegen sie bei S3.,m fast doppelt so stark
ist. Dies ist deshalb (iberraschend, da die Mutation S3,;m die Bindung der miR-122 nicht unterbindet
und somit fiir S3,em und S3.,m ein dhnliches Ergebnis erwartet wurde. Eine mogliche Erklarung liegt
in der Sequenz der Mutante S3,,;m. Diese verhindert zwar nicht die Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA scheint aber einen anderweitigen positiven Einfluss auf
die Translation zu haben. Die Bindung der mutierten miR-122 an die entsprechende mutierte Region
in der 3’-UTR flhrt nicht zu einer verdanderten Translationseffizienz, solange die 5"-UTR nicht von
miR-122 gebunden wird. Dies deutet darauf hin, dass die miR-122-Bindungsstelle in der 3"-UTR allein
keinen Einfluss auf die Translation ausiibt. Werden nun aber die Bindungsstellen in der 5’-UTR mit
der miR-122/WT transfiziert und die Regionen der 3’-UTR mit ihrer jeweils komplementaren miR-122
zeigt sich bei allen drei HCV-Reporter-RNAs eine Verminderung der Translationseffizienz im Vergleich
zur Kontrolle mit nur adressierter 5°-UTR. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Bindung der
miR-122 an die Bindungsstelle in der 3’-UTR einen reprimierenden Einfluss auf die Translation

ausiibt, wenn die 5°-UTR miR-122 gebunden hat.

Die Abbildung 2.22 zeigt die Translationsergebnisse der HCV-Reporter-RNAs, deren
miR-122-Bindungsstellen in der 5 -UTR mutiert vorliegen. Variiert werden die einzelnen Proben nur
aufgrund ihrer mutierten 3°-UTR-Region in Kombination mit unterschiedlichen miR-122-Duplexen,

weshalb bei der Beschreibung nur noch auf die 3’-UTR eingegangen wird.



5-UTR | 3"-UTR miRs

S3com +51mS2m
S3com S1mS2m
S3com

S3sem + SImS2Zm
S3sem SImS2Zm
S3sem

S3sum + S1mS2m "

SImS2Zm -—|—|
S1mS2Zm $3cum
S3sum

122

122 +S1mS2m o

WT S1mS2m }
122 H—u

- 122

WT 122 ]
o

200 400 600 800 1000 1200 1400

RLuc Aktivitat (%)

Abbildung 2.22: Translationsversuche von HCV-Reporter-RNAs mit mutierter miR-122-Bindungsstelle der 3°-UTR und
mutierten miR-122-Bindungsstelle der 5°-UTR

Expression der Renilla-Luciferase (RLuc) der HCV-Reporter-RNAs mit mutierten miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR und
mutierten Bindungsstellen in der 3°-UTR, 6 h nach der Transfektion in Hela-Zellen. Die Zellen wurden mit verschieden
mutierten miR-122 Duplexe transfiziert. WT: Wildtyp. Die Werte reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen
aus 2—3 voneinander unabhangigen Experimenten.

Auch bei dieser Untersuchung wurde eine HCV-Reporter-RNA ohne 3°-UTR Struktur mitgefihrt. Sie
zeigte eine leichte Verminderung der Translationseffizienz im Vergleich zur HCV-Reporter-RNA mit
dieser Struktur. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass die 3’-UTR wichtig fiir die Translation ist.

Werden nun die miR-122-Bindungsstellen der drei verschiedenen HCV-Reporter-RNAs S3,;m, S3,:m
und S3.,m jeweils mit ihrer komplementaren miR-122 allein transfiziert und die 5"-UTR wird nicht
adressiert, entsprechen die Werte in etwa der Negativkontrolle. Erfolgt allerdings eine umgekehrte
Adressierung, also die Transfektion der HCV-Reporter-RNAs nur mit den mutierten miR-122 S1m und
S2m, kommt es fir S3,,;m zu einer Verdopplung der Translationseffizienz und fiir S3.,m sogar zu einer
Verdreifachung. Bei S3..m erfolgt zwar ebenfalls eine Translationssteigerung im Vergleich zur
Transfektion mit der komplementdren miR-122/S3,.m, jedoch ist diese geringer als beim 3°-UTR
Wildtyp. Wird nun nicht nur jeweils eine UTR-Region adressiert sondern beide kommt es bei dem

Konstrukt mit der WT-3"-UTR zu einer sehr deutlichen Translationssteigerung. Auch bei der Mutation



S3,um wird die Translation gesteigert, wenn auch nur sehr gering. Anders verhilt es sich jedoch bei
den Mutationen S3..m und S3.,m, hier ist eine Reduktion der Translation zu beobachten.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse kann zusammenfassend festgehalten werden, dass die
miR-122-Bindungsstelle in der 3-UTR eine mogliche reprimierende Wirkung auf die Translation der
HCV-RNA hat, dies jedoch nur, wenn die miR-122 an die Bindungsstellen in der 5°-UTR gebunden hat.
All dies kénnte ebenfalls auf eine Interaktion der miR-122/Ago2-Komplexe an den Bindungsstellen in
der 5-UTR und der 3°-UTR hinweisen und mdisste in weiterflihrenden Experimenten genauer

untersucht werden.



3 Diskussion

Das Hepatitis C Virus-Genom besitzt mehrere konservierte Bindungsstellen fiir die leberspezifische
miR-122. Es ist bekannt, dass die microRNA einen Komplex mit den Ago-Proteinen bildet und es
dadurch zu einer Ago-Protein vermittelten miR-122-Bindung an die HCV-RNA kommt. Die intensivste
Anlagerung erfolgt in Kombination mit dem Ago2-Protein, welches in dieser Arbeit ausschlieBlich
verwendet wurde [135; 136].

Am eingehendsten untersucht und in der Literatur beschrieben wurden die zwei Bindungsstellen, die
sich zwischen der Haarnadelstrukturen | und Il der hoch konservierten 5’-UTR von HCV befinden
(Abbildung 1.14). Eine Bindung der miR-122/Ago2-Komplexe an diese Stellen hat einen groRen
Einfluss auf den HCV-Vermehrungszyklus, u.a. kommt es zu einer Verstarkung der RNA-Replikation
[98], zu einer Stimulation der Translation [99; 140; 141; 142; 143] und zu einer Stabilisierung der RNA
gegen Exonuklease-Verdau [136; 137; 138].

Weitere miR-122-Bindungsstellen befinden sich in der NS5B-kodierenden Region und der variablen
Region der 3’-UTR des HCV-Genoms (Abbildung 1.14). Da bisher noch sehr wenig dariiber bekannt
ist, welchen Einfluss die miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region auf den
HCV-Vermehrungszyklus haben und ob es Uberhaupt zu einer miR-122/Ago2-Komplex-Bindung
kommt sollte dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Im Vergleich zur Bedeutung der miR-122-Bindungsstellen in der 5°-UTR als stimulierende Elemente
wird der Einfluss generell der 3°-UTR kontrovers diskutiert. Wahrend einige Studien keinen Einfluss
der 3’-UTR im Ganzen auf die Translation zeigen, sprechen andere von einem inhibierenden [152]
oder auch einem stimulierenden Effekt [50; 51]. In wie weit die miR-122-Bindungsstelle dabei
allerdings eine Rolle spielt, ist kaum bekannt und sollte deshalb im zweiten Teil dieser Arbeit genauer
untersucht werden. Aufgrund von Konstrukten, in denen sowohl die miR-122-Bindungsstellen der
5°-UTR als auch der 3’-UTR mutiert vorlagen, war es moglich die miR-122-Erkennungssequenzen in
der 3’-UTR eingehender zu betrachten. Des Weiteren sollte die von Dominik Conrad aufgestellte
Theorie, dass eine supplemental-Region innerhalb der 3°-UTR eine grofRe Rolle bei einer
miR-122-Bindung an die HCV-RNA spielt, im Translationskontext eingehender betrachtet werden. Die
in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse zeigen, dass sich der miR-122/Ago2-Komplex ebenfalls an die
Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und der 3’-UTR des HCV-Genoms anlagert. Eine
erfolgreiche Bindung bzw. deren Stadrke hangt jedoch von der RNA-Struktur und dem untersuchten
HCV-Isolat ab (Kapitel 2.2), und die supplemental-Region scheint fiir eine Bindung an die 3’-UTR keine
entscheidende Rolle zu spielen. Die Durchfiihrung von Luciferase-Assays fiihrt dann in speziellen

Fallen zu der Erkenntnis, dass die Bindung der miR-122 sogar zu einer Reduktion der Effizienz der

Translation fihren kann (Kapitel 2.3.5).



3.1 Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die
miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und der
3"-UTR des HCV-Genoms

Eine hoch konservierte Bindungsstelle in der variablen Region der 3’-UTR konnte bereits von
mehreren Forschergruppen nachgewiesen, sowie ihre funktionelle Rolle im HCV-Vermehrungszyklus
untersucht werden. So konnte gezeigt werden, dass die Hybridisierung der miR-122 an diese Stelle
vermutlich keine funktionelle Relevanz im HCV-Vermehrungszyklus ausiibt, und das obwohl die
Affinitat der miR-122 an diese Bindungsstelle vermutlich hoher ist als an die zweite Bindungsstelle in
der 5°-UTR [50; 99; 145]. Da jedoch lange noch kein Nachweis erfolgt war, ob sich der
miR-122/Ago2-Komplex lUberhaupt an diese miR-122-Bindungsstelle der HCV-RNA anlagert, fihrte
Dominik Conrad im Rahmen seiner Dissertation erste Bindungsstudien durch. Dabei entdeckte er,
dass die Intensitdt der Bindung an die 3’-UTR jedoch um einiges schwacher ist als an die
miR-122-Bindungsstellen in der 5-UTR und nur dann zustande kommt, wenn sowohl die
seed-target-Sequenz, als auch die supplemental-Region flir eine miR-122-Anlagerung vorhanden ist.
Diese Art der miR-122-Bindung konnte bereits fiir die Bindungsstellen in der 5'-UTR gezeigt werden
(Abbildung 1.15) [144]. Seine Beobachtung flihrte zu dem Schluss, dass die supplemental-Region eine
wichtige Rolle bei der miR-122-Bindung an die Con1l HCV-RNA spielt und mdglicherweise auch einen
Einfluss auf die Translation hat.

Des Weiteren konnte von Nasheri et al. [145] eine vierte hoch konservierte miR-122-Bindungsstelle
in der NS5B-kodierenden Region nachgewiesen werden. Erste Untersuchungen deuteten auf eine
hohe Affinitat der miR-122 zu dieser Bindungsstelle hin, welche vermutlich einen negativen Effekt auf
die HCV-Translation und Replikation ausilibt. Auch von Luna et al. [146] wurde diese Bindungsstelle
(5B.2) mit der Ago-HiTS-CLIP-Methode nachgewiesen und zusatzlich noch zwei weitere
miR-122-Bindungsstellen (5B.1 und 5B.3) in dieser Region. In unserer Bioinformatik-Studie [48]
konnten wir durch Sequenz-Alignments zeigen, dass die erste Stelle, welche sich 30 Nukleotide
strangaufwarts von der zweiten Bindungsstelle befindet, innerhalb der Genotypen nicht konserviert
vorliegt, die bereits bekannte 5B.2 Bindungsstelle und die neu entdeckte 5B.3
miR-122-Bindungsstelle dagegen innerhalb der Genotypen hoch konserviert sind. AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass nicht nur die Nukleotide-Sequenz innerhalb der Genotypen hoch konserviert
vorliegen, sondern ebenso die AS-Sequenz (Abbildung 2.3, Anhang 6.1). Diese Beobachtung spricht
dafiir, dass die miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region eine funktionelle
Bedeutung fiir den HCV-Vermehrungszyklus haben. Die in dieser Arbeit durchgefihrten
anti-Ago2-HCV-RNA co-IP-Experimente flir die miR-122-Erkennungssequenzen 5B.2 und 5B.3 zeigen,
ebenso wie von Luna et al. Beschrieben, eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die

HCV-RNA (Kapitel 2.2.1.4).



Auch in dieser Arbeit gestaltete sich der Nachweis einer miR-122/Ago2-Bindung an die
miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und der 3’-UTR der HCV-RNA schwierig.
Obwohl fiir die Bindungsstelle in der 3’-UTR die supplemental-Region anwesend war und neben dem
inzwischen gangigeren Isolat J6-JFH1 auch das von Dominik Conrad verwendete Isolat Conl genutzt
wurde, konnte zunachst fir keine der drei Bindungsstellen der zwei Isolate eine Hybridisierung
nachgewiesen werden. Fir die 3'-UTR lieferte dies bereits den ersten Hinweis dafiir, dass die
supplemental-Region keine solch grolRe Bedeutung hat wie von Dominik Conrad beschrieben. Durch
das Einfligen von Mutationen in den verschiedenen Bereichen der miR-122-Bindungsstelle konnte
dies dann nochmals bestatigt werden. In Kapitel 3.2.1 wird ndher auf dieses Ergebnis eingegangen.
Eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die drei miR-122-Bindungsstellen konnte erst
nachgewiesen werden, als die flankierenden Sequenzen der seed-target-Sequenz und somit die
Sekundarstruktur des Transkriptes so verdndert wurden, dass die miR-122-Erkennungssequenzen
moglichst frei zuganglich vorlagen und dies in beiden Isolaten gleichermaRen (Kapitel 2.2.1).

Auf die einzelnen Bindungsstudien und die Beobachtung einer Korrelation zwischen Zuganglichkeit
der miR-122-Bindungsstelle und der Bindungsintensitdt soll im Folgenden genauer eingegangen

werden.

3.1.1 Die Stirke der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA ist
abhdngig von der Zuganglichkeit der Bindungsstellen und ihrer flankierenden
Sequenzen

Es ist bekannt, dass die Bindungseffizienz der miRNA an Bindungsstellen in der 3°-UTR von zelluldren
mRNAs mit der Zuganglichkeit korreliert und diese Stellen somit meist in gut zugdnglichen Regionen
vorliegen [153; 154; 155; 156]. Eine solche Korrelation konnte auch fiir Bindungsstellen in den
kodierenden Regionen nachgewiesen werden [157]. Die Daten in dieser Arbeit zeigen ebenfalls, dass
die Effizienz einer miR-122-Bindung an die untersuchen Erkennungssequenzen in der
NS5B-kodierenden Region und in der 3’-UTR des HCV-Genoms u.a. davon abhdngt, welche
RNA-Sekundarstruktur sich um diese Bindungsstellen ausbildet und wie zuganglich sie dadurch ist
(Kapitel 2.2.2).

Es ist jedoch zu beobachten, dass die Korrelation zwischen Zuganglichkeit und Bindungsintensitat von
Bindungsstelle zu Bindungsstelle unterschiedlich stark ist. Zudem konnte durch die Berechnung der
ssp fur die verschiedenen untersuchten Bereiche der miR-122-Bindungsstelle gezeigt werden, dass je
nach Bindungsstelle ein anderer Nukleotidabschnitt fiir eine erfolgreiche Interaktion zwischen
HCV-RNA und dem miR-122/Ago2-Komplex am stirksten von Bedeutung ist. Wahrend fir die
miR-122-Bindungsstelle 5B.2, mit einem Korrelationskoeffizienten von R = 0,380 fir die

complete-Bindungsstelle und R = 0,208 fir die seed-target-Sequenz, kaum ein Zusammenhang



zwischen Zuganglichkeit und Starke der Bindung zu beobachten ist, kann fir die
miR-122-Bindungsstelle 5B.3 festgehalten werden, dass hauptsadchlich die seed-target-Sequenz mit
einem Korrelationskoeffizient von R = 0,677 fir eine Anlagerung bendtigt wird. Fir die
Bindungsstelle S3 dagegen zeigt die complete-Bindungsstelle mit R = 0,965 eine starke Korrelation
zwischen Zugénglichkeit und Bindungsstarke (Abbildung 2.11). Dies legt nahe, dass die Dynamik der
miR/Ago2-Bindung nicht nur von der seed-target-Sequenz selbst abhdngig ist, sondern auch in
erheblichen MaRen von den umgebenden Sequenzen. Diese flankierenden Bereiche kénnten mit den
Bindungsstellen interagieren und somit Auswirkungen auf die Zuganglichkeit haben. Auch andere
Proteine koénnten sich anlagern und somit die Zugénglichkeit beeinflussen. Zudem kénnten die
miR-122-Bindungsstellen einer dynamischen Veranderung aufgrund der sich heterogen bildenden
RNA-Sekundarstrukturen, welche sie umgeben, unterliegen. Dies kdnnte beispielsweise durch sich
auf der kodierenden Region der RNA bewegende translatierende Ribosomen geschehen.

Die Hypothese, dass die miR-122-Bindung an die Erkennungssequenzen in der NS5B-kodierenden
Region und der 3’-UTR von der Zuganglichkeit abhdangen kann, wird durch die Erkenntnis gestiitzt,
dass der miR-122/Ago2-Komplex stark an die zwei sehr frei zuginglichen Bindungsstellen in der
5°-UTR hybridisiert, aber um einiges schwacher an die Bindungsstellen strangabwarts.

Diese Beobachtung wir ebenfalls durch die Ergebnisse aus der Dissertation von Dominik Conrad
unterstitzt. Er konnte eine sehr starke Bindung an die Bindungsstellen in der 5'-UTR nachweisen,
jedoch nur eine sehr schwache an die 3"-UTR [135]. Durch CLIP-Assays konnte ebenfalls eine Bindung
der miR-122 an die drei Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region nachgewiesen werden,
welche jedoch im Vergleich zu den Bindungen an die Bindungsstellen in der 5-UTR (S1 und S2) mit
einer viel schwéacheren Bindungsintensitat erfolgt [146]. Eine weitere Studie zeigt, dass die miR-122
in vitro mit einer hohen Affinitat an die Bindungsstelle 5B.2 bindet, was zu einer leichten Reduktion

der HCV-Replikation fuhrt [145].

Damit die Ziel-RNA durch den miRNA/Ago2-Komplex erkannt wird und es zu einer Bindung kommen
kann, spielen zwei weitere Aspekte eine Rolle, welche die Eigenschaften des Ago-Proteins
beeinflussen und dessen Interaktion mit der RNA verstarken.

Der erste Aspekt bezieht sich auf die Rolle des sogenannten nucleation-step (Kern-Sequenz) bei der
initialen Phase der miRNA-Bindung an ihre Erkennungssequenz, welche von der Ago-Protein-Struktur
und deren Dynamik abhdngt (Kapitel 3.1.2) [158]. Das zweite Kriterium ist das Vorhandensein eines

Adenosins direkt stromabwarts des 3’-Endes der Zielsequenz flr die miRNA (Kapitel 3.1.3) [147].



3.1.2 Die Kern-Sequenz spielt keine spezielle Rolle bei der initialen Phase einer
miR-122-Bindung an die Bindungsstelle in der NS5B-kodierenden Region und der
3°-UTR

Von Long et al. konnte 2007 der Ablauf einer miRNA-Bindung an ihre Zielsequenz beschrieben

werden. Die Interaktion lauft demnach als eine zweistufige Hybridisierung ab. Als erstes erfolgt eine

Bindung an eine zugédngliche, 4 Nukleotide lange Kern-Sequenz (CUCC), gefolgt von einer

anschlieRenden Bindung der miRNA an den Rest der Zielsequenz [158]. Zuséatzlich konnte durch

bioinformatische Analysen der Zuganglichkeit der miRNA-Bindungsstelle in der 3’-UTR von

CLIP-Daten [159; 160] gezeigt werden, dass die erste Bindung zwischen miRNA und mRNA bevorzugt

am 3’-Ende der Zielsequenz beginnt. Diese Schlussfolgerung basiert auf bioinformatischen Analysen

von Erkennungssequenzen, welche zeigen, dass Ago2-Proteine tatsdchlich zundchst die
miRNA-Nukleotide 2-5 fiir eine initiale Hybridisierung freilegen und es anschlieBend zu einer

Umlagerung des Ago-Proteins kommt. Dies flihrt dann zu einer Prasentation der restlichen

Nukleotide der seed-Sequenz und der supplemental-Region der miRNA [103]. Im Gegensatz dazu

werden die miRNA-Nukleotide 9-12 in einer Spalte des Ago2-Proteins gebunden und sind in der

Regel nicht an der Zielsequenz-Bindung beteiligt [102; 103].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Berechnung der ssp fir die Kern-Sequenz bestatigt mit einem

Korrelationskoeffizient von R = 0,200 nochmals die geringe Korrelation zwischen Zuganglichkeit und

Bindungsstarke fiir die Bindungsstelle 5B.2. Fiir S3, welche einen negativen Korrelationskoeffizient

aufweist, kann aufgrund dieser Betrachtung geschlossen werden, dass die starke Korrelation

zwischen Zuganglichkeit und Bindungsstarke nicht auf die Zuganglichkeit der Kern-Sequenz
zuriickzufihren ist. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gesamte Bindungsstelle in der 3’-UTR
fir die Anlagerung des miR-122/Ago2-Komplexes bendtigt wird. Fir die Erkennungssequenz 5B.3
dagegen konnte mit R = 0,682 eine Korrelation zwischen der Zuganglichkeit der Kern-Sequenz und
der Bindungsstarke nachgewiesen werden, welche im Vergleich zur Korrelation der
seed-target-Sequenz (R = 0,677) nochmals leicht erhoht ist. Diese Beobachtung lasst darauf
schlieBen, dass hier die Zuganglichkeit der Kern-Sequenz fiir die initiale Bindung es Ago2-Proteins
eine entscheidende Rolle spielt. Ein Grund dafiir konnte in der seed-target-Sequenz liegen, welche
bei dieser miR-122-Bindungsstelle nur 6 Nukleotide lang ist und nicht wie bei den anderen

7 Nukleotide. Die 4 Nukleotide der Kern-Sequenz kénnten so bei der Erkennung einen grofReren

Ausschlag geben. Dies kénnte durch Bindungsstudien und den anschlieRenden Vergleich bei der

Berechnung der ssp fiir die miR-122-Bindungsstelle S1 und S2 in der 5-UTR genauer untersucht

werden, da auch hier die zweite Bindungsstelle nur eine 6 Nukleotide lange seed-target-Sequenz

aufweist, wahrend die erste 7 Nukleotide lang ist.

Ebenso kdnnten die, im Vergleich zur Literatur, unterschiedlichen Ergebnisse damit zu erklaren sein,

dass zum einen Long et al. [158] ihre Experimente in C. elegans und D. melanogaster durchfihrten



und zum anderen die beiden weiteren Studien rein bioinformatisch vorgenommen wurden (unter
Verwendung von humanen Protein-kodierenden Gen-Sequenzen). AuBerdem wird bei der
Durchfiihrung der co-IP-Experimente jeweils nur ein Abschnitt der HCV-RNA in die Zellen
transformiert. Es stellt sich daher die Frage, in weit diese kurzen Transkripte eine realistische
Sekundarstruktur des authentischen HCV-Genoms nachbilden. Zudem ist es nicht klar, in wie weit die
Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstellen bei der Betrachtung des authentischen HCV-Genoms so
gegeben ist, wenn nicht nur die miR-122 bindet, sondern auch die beno6tigten Proteine, welche beim
HCV-Vermehrungszyklus gebraucht werden.

Dass die Kern-Sequenz an sich eine Rolle bei der Bindung zu spielen scheint, ist in Kapitel 2.3.2 zu
sehen. Befindet sich eine Mutation in diesem Bereich, kann eine Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die miR-122-Bindungsstelle nicht mehr nachgewiesen werden. Die
Kern-Sequenz ist somit fiir alle drei Bindungsstellen fir die initiale Phase notwendig, jedoch spielt
speziell ihre Zugdnglichkeit im Vergleich mit der Zuganglichkeit der gesamten seed-target-Sequenz

oder der complete-Bindungsstelle keine entscheidende Rolle.

3.1.3 Die Zugdnglichkeit eines Adenosins verstirkt die Bindung des
miR-122/Ago2-Komplexes an schwer zugdngliche miR-122-Bindungsstellen

Eine bioinformatisch durchgefiihrte Studie weist eine deutliche Konservierung eines Adenosins direkt
am 3’-Ende der miR-Zielsequenz auf [147]. Von Wu et al. konnte 2005 gezeigt werden, dass dieses
Adenosin zu einer verbesserten Bindung des miRNP-Komplexes an die Ziel-mRNA beitragt [161]. Sie
konnten zeigen, dass das Adenosin am 3’-Ende von zwei miR-125-Bindungsstellen wesentlich zur
miRNA-Funktion beitrdgt, unabhdngig davon, wie stark die Nukleotide des 5°-Endes der miRNA
binden. Eine andere Studie wiederholte frilhere experimentelle Daten von drei
siRNA-Transfektionsstudien und konnte eine starke Herunterregulierung der Ziel-mRNAs nachweisen,
wenn ein Adenosin am 3’-Ende der Zielsequenz vorhanden war [162]. Eine mdgliche Erklarung flr
diese Ergebnisse konnte kirzlich durch Strukturanalysen des Ago-Proteins gegeben werden. Befindet
sich ein Adenosin am 3’-Ende der miRNA-Zielsequenz, kann dieses in einer Tasche des Ago2-Proteins
binden. Durch diese Interaktion erhoht sich die Affinitdt des Ago2-Proteins fir die
mMRNA-Zielsequenz [103].

Bei der Betrachtung meiner Ergebnisse kann nicht allgemein festhalten werden, dass ein Adenosin
am 3’-Ende der miR-122-Bindungsstelle eine Verbesserung der Korrelation zwischen der berechneten
Zuganglichkeit und der Intensitat der miR-122/Ago2-Komplex-Bindung hervorruft (Abbildung 2.13).
Es muss zwischen den einzelnen Erkennungssequenzen unterschieden werden. Die Bindungsstelle
5B.3, welche mit R = 0,677 fir die seed-target-Sequenz eine mittelmalige Korrelation zwischen

Zuganglichkeit und Bindungsstarke aufweist und die Bindungsstelle S3 mit einer sehr starken



Korrelation fiir alle drei Regionen von ca. R = 0,9, kdnnen durch die zusatzliche Beriicksichtigung des
Adenosins nicht gesteigert werden. Fir die complete-Bindungsstelle 5B.2 in der NS5B-kodierenden
Region konnte jedoch durch das zusatzliche Adenosin eine Verbesserung der schwachen Korrelation
von R = 0,380 (ohne Adensoin) auf R = 0,481 (mit Adenosin) nachgewiesen werden. Bei der
Betrachtung der seed-target-Sequenz, in Kombination mit dem Adenosin, kann allerdings nur eine
sehr geringe Steigerung von R = 0,208 auf R = 0,254 beobachtet werden. Dieses Ergebnis ist
besonders (iberraschend, da bei der Berechnung der Korrelation zwischen Zuganglichkeit und
Bindungsintensitat jeweils die Isolate Conl und J6-JFH1 mit einbezogen wurden, J6-JFH1 fiir die
Bindungsstelle 5B.2 jedoch kein Adenosin aufweist. In die Berechnung flieBt somit nur die Halfte der
Datenpunkte ein und dennoch konnte eine Steigerung nachgewiesen werden. Dies spricht dafr,
dass fiir Bindungsstellen, bei denen die Zuganglichkeit stark von den umgebenden Sequenzen
abhangig und durchschnittlich eher niedrig ist, das zusatzliche Adenosin am ehesten eine Rolle spielt.
Eine weitere Erklarung konnte auch in der Betrachtungsweise liegen. In dieser Arbeit erfolgte nur
eine bioinformatische Auswertung aufgrund der Berechnung der ssp und nicht wie in den anderen
Arbeiten experimentell. Um eine genauere Aussage darlber treffen zu kénnen, in wie weit das
Adenosin bei der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die miR-122-Bindungsstelle in der
NS5B-kodierenden Region und der 3’-UTR eine Rolle spielt, sollten Mutationsversuche durchgefiihrt
werden, was jedoch aufgrund von mangelnder Zeit im Laufe dieser Arbeit nicht mehr moglich war. So
kénnte aber eine genauere Aussage Uber die Relevanz des Adenosins auf die Bindungsintensitat
getroffen werden. Dies wére vor allem fir die Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region
interessant, da hier keine starke Korrelation nachgewiesen werden konnte. Zum einen ware
insbesondere fiir die 5B.2 Bindungsstelle interessant zu sehen, ob die Steigerung der
Bindungsintensitat tatsachlich aufgrund des Adenosins zustande kommt und sich durch mehr
Datenpunkte fiir Conl, welches im Vergleich zu J6-JFH1 ein Adenosin enthalt, die Korrelation
nochmals steigern lasst. Zum anderen ware es fiir die miR-122-Bindungsstelle 5B.3, aber auch fiir S3,
bei denen das Adenosin bioinformatisch keine Rolle spielt, interessant zu sehen, ob die
Bindungsintensitat durch einen Austausch des Adenosins reduziert wird. Dadurch kénnte man darauf
schlieBen, dass die Anwesenheit des Adenosins wichtig ist, jedoch nicht unbedingt das Vorliegen als
Einzelstrang.

Auch wenn es flr die miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und der 3°-UTR nicht
unbedingt bestéatigt werden konnte, ist es interessant zu sehen, dass ein solches Adenosin ebenfalls
in 70/83 lIsolaten fur die ersten miR-122-Bindungsstelle in der HCV-5"-UTR nachgewiesen werden
konnte (Sequenz-Alignments im Anhang von [48]). Diese Ergebnisse sind ein weiterer Grund, in
zuklnftigen Arbeiten das Adenosin am 3’-Ende der miR-122-Bindungsstellen genauer zu

untersuchen.



3.1.4 Die Auswirkung der Zugadnglichkeit der miR-122-Bindungsstelle auf die
Bindungsstdrke hiangt vom HCV-Isolat ab

Das HCV zeigt ein groRes MaR an Variabilitdt in seinem Genom. Daher konnten bisher 7 Genotypen
identifiziert werden, welche sich weiter in 67 Subtypen unterteilen lassen [6]. Die Genotypen und
Subtypen zeigen eine unterschiedliche geographische Verbreitung. So kommen die Genotypen 1-3
Uberwiegend weltweit vor, wobei in Europa der Genotyp 1 am haufigsten auftritt. Die Genotypen
4-6 dagegen kommen geographisch nur sehr begrenzt vor [7; 8; 9]. Bisher konnten noch keine
Unterschiede in der Virulenz der Genotypen oder Subtypen nachgewiesen werden. Um eine
geeignete Therapie beginnen zu kénnen, ist es allerdings wichtig zu wissen, welcher Genotyp bei dem
Patienten vorliegt, da diese mit unterschiedlichen Medikamenten und unterschiedlich lange
behandelt werden missen [12; 163]. In den vergangenen Jahren konnten immer mehr
Interferon-freie Behandlungsmoglichkeiten entwickelt werden, welche eine gute Heilungsrate
aufweisen [164]. Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass der Genotyp 1 schlechter auf eine
antivirale Therapie anspricht als die Genotypen 2 und 3, weshalb mehrere Kombinationstherapien
angewendet werden [165; 166].

Da die miR-122 einen groRen Einfluss auf den HCV-Vermehrungszyklus hat [98; 135; 139; 142] und
ein Medikament, welches als anti-miR-122 wirken soll, erforscht wird [167; 168; 169] ist es
interessant zu sehen, wie sich unterschiedliche Genotypen in Verbindung mit der miR-122 verhalten.
In Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die Bindungsexperimente zwei HCV-Isolate verwendet, das Isolat
Conl, welches auf dem HCV-Subtyp 1b basiert, und die Chimare J6-JFH1, welche dem Subtyp 2a
zugeordnet ist. Wahrend in den Kapiteln 2.2.2.1-2.2.2.3 die Ergebnisse der Bindungsstudien beider
Isolate verwendet wurden, wurde in Kapitel 2.2.2.4 die Daten separiert und die Korrelation zwischen
Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstelle 5B.2 und der Bindungsstarke fiir das jeweilige Isolat
betrachtet.

Es ist eindeutig zu erkennen, dass die Zuganglichkeit der miR-122-Bindungsstelle fir Conl eine
groBere Rolle spielt als fiar J6-JFH1 (Abbildung 2.14). Wahrend fiir Conl sowohl die
complete-Bindungsstelle, als auch die kirzeren Nukleotidsequenzen der seed-target-Sequenz und
der Kern-Sequenz mit R =0,789-0,936 eine sehr hohe Korrelation aufweisen, zeigt sich bei J6-JFH1
mit R = 0,516 nur eine mittlere Korrelation bei der complete-Bindungsstelle und eine starke bei der
supplemental-Region (R = 0,858). Die Zuganglichkeit der seed-target-Sequenz und der Kern-Sequenz
haben mit einem negativen Korrelationskoeffizienten bei diesem Isolat keinen speziellen Einfluss auf
die Starke der Bindung der miR-122 an ihre Erkennungssequenz. Die Bindungintensitat scheint daher
von Faktoren abzuhdngen, die nicht direkt in der Bindungsstelle selbst lokalisiert sind, z.B. vom
unterschiedlichen Einfluss RNA-bindender Proteine oder von subtilen Unterschieden in der Sequenz
der flankierenden Regionen, deren Einfluss auf die Zugdnglichkeit der Bindungsstelle von meinen

Berechnungen nicht erfasst werden konnte. Die Bindung der miR-122 an die Bindungsstelle 5B.2 ist



im Isolat J6-JFH1 auch insgesamt etwas schwacher als beim Isolat Conl. Diese Beobachtung kdnnte
eine mogliche Erklarung dafiir liefern, weshalb der Genotyp 1 schlechter auf eine antivirale Therapie
anspricht und die Therapiedauer langer notig ist als bei anderen Genotypen.

Es konnte in humanen Huh7.5 Zellen bereits nachgewiesen werden, dass die Infektion von J6-JFH1
basierten Plasmiden, welche jeweils die HCV-Sequenzen 5°-UTR, Core, E1, E2, p7 und NS2 der
Genotypen 1-6 enthalten, durch die Gabe einer Antagonisten-miR-122 (Miravirsen) vermindert
werden kann [170]. Zudem konnte gezeigt werden, dass fiir diese Wirkungsweise vor allem die
miR-122-Bindungsstelle S1 bendtigt wird [171]. Allerdings konnte eine klinische Studie mit
Genotyp 1-infizierten Patienten zwar nachweisen, dass es bei der Gabe von Miravirsen
Dosis-unabhangig zu keiner viralen Resistenz kommt, jedoch nur etwa die Halfte der Patienten eine
mehr als 50-fache Reduktion der Viruslast aufweisen [169]. Diese unterschiedlichen Ergebnisse
konnten an der Untersuchungsweise liegen, aber auch durch unterschiedliche Reaktion der
Genotypen auf die Gabe von Miravirsen zu erkldren sein.

Da die obige Untersuchung nur die miR-122-Bindungsstellen S1 und S2 in die Betrachtung mit
einbezog, ware es im Hinblick auf die Ergebnisse in dieser Arbeit interessant zu sehen, wie sich die
unterschiedlichen Isolate bei einer solchen Behandlung verhalten wenn die strangabwarts liegenden
miR-122-Bindungsstellen untersucht werden. AuBerdem sollten weitere Experimente flr einen
groBeren Stichprobenumfang durchgefiihrt werden, um eine genauere Aussage Uber die
Unterschiede der Isolate bei einer miR-122-Bindung treffen zu konnen. Da fiir die Bindungsstellen
5B.3 und S3 zu wenig Datenpunkte zur Verfligung standen, konnte hier keine Separierung der Isolate
vorgenommen werden. Daher ware es interessant, auch hier weitere Experimente durchzufiihren,
um zu sehen, ob es sich hier ebenso verhalt. Zudem kénnten Untersuchungen an weiteren Isolaten in

Betracht gezogen werden.

3.2 Einfluss einer miR-122/Ago2-Bindung auf HCV

3.2.1 Die supplemental-Region hat keinen bedeutenden Einfluss auf die Hybridisierung
des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA

Dominik Conrad fihrte im Laufe seiner Dissertation nicht nur Bindungsstudien an den
Bindungsstellen in der 5°-UTR durch, sondern auch erste Versuche an der Bindungsstelle in der
3’-UTR. Wéahrend er mit der co-IP direkt eine starke Bindung an die Bindungsstellen in der 5°-UTR
nachweisen konnte, gelang ihm das in der 3’-UTR zunachst nicht. Um eine mogliche Erklarung dafir
zu finden, betrachtete er die Art der miR-122-Anlagerung an die Bindungsstellen in der 5 -UTR etwas
genauer. Wie bereits mehrfach in der Literatur beschrieben wurde, bindet die miR-122 nicht nur mit
der seed-Sequenz an die Bindungsstelle der HCV-RNA, sondern auch mit einer supplemental-Region

(Abbildung 1.15), wobei sich zwischen den Regionen eine bulge- und dahinter eine ,Schwanz“-Region



ausbildet [144; 172]. Ebenso konnte bereits gezeigt werden, dass diese Art der Bindung die HCV-RNA
stabilisiert und vor einer moglichen Degradierung schiitzt [136; 137; 138; 141; 144; 172].

Diese Bindung verglich er mit der Art, wie die miR-122 an die 3'-UTR bindet und erkannte, dass die
miR-122 bei seinem verwendeten Transkript keine Mdglichkeit hat, mit einer supplemental-Region
an die HCV-RNA zu binden. Deswegen fiihrte er erste Sequenz-Alignments durch und entdeckte eine
4 Nukleotide lange konservierte Region, an der die miR-122 mit einer supplemental-Region binden
kénnte. Nachdem er co-IP-Experimenten durchfiihrte, welche diese Region beinhaltete, konnte er
eine schwache Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die 3°-UTR nachweisen
(Dissertation Dominik Conrad). Diese supplemental-Region Uberlappt zwei Nukleotide mit dem
Stopp-Codon und ragt zwei weitere Nukleotide in die NS5B-kodierenden Region. Die Konservierung
und die Lage dieser Region lassen auf eine mogliche Funktion schlieBen. Um den Einfluss dieser
Region genauer untersuchen zu kénnen wurde in dieser Arbeit die miR-122-Bindungsstelle S3 in drei
Bereiche aufgeteilt und in jeden Bereich Mutationen eingefiigt, die eine Bindung der miR-122
verhindern soll (Kapitel 2.3). Neben diesen Mutationen wurden auch Mutationen in die
miR-122-Bindungsstellen der NS5B-kodierenden Region 5B.2 und 5B.3 integriert, um deren
Bedeutung im HCV-Vermehrungszyklus untersuchen zu kénnen.

Wie bereits von Machlin et al. fir die seed-target-Sequenzen in der 5 -UTR nachgewiesen werden
konnte, verhindert bereits der Austausch eines Nukleotids die Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA [98; 144]. Auch Jopling et al. konnten fiir die erste
seed-target-Sequenz in der 5’-UTR zeigen, dass der Austausch eines Nukleotids ausreicht, um mittels
Northern Blot keine RNA-Akkumulation mehr nachweisen zu kénnen, diese allerdings durch eine
komplementar mutierte miR-122 wieder hergestellt werden kann. Zudem flihrten sie erste
Mutationsversuche fir die miR-122-Bindungsstelle der 3°-UTR durch, konnten jedoch trotz eines
4 Nukleotide-Austauschs innerhalb der seed-target-Sequenz die RNA-Akkumulation nicht verhindern
[98]. Aufgrund all dieser Punkte wurden die Mutationen wie in Tabelle 2.3 dargestellt vorgenommen.
Die durchgefiihrten co-IP-Experimente zeigen fir 4 der 5 verwendeten radioaktiv-markierten
Transkripte, dass eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA unterbunden
werden konnte. Einzig die Mutation der supplemental-Region S3,,m konnte die Bindung nicht
verhindern (Abbildung 2.16). Diese Ergebnisse widerlegen die von Dominik Conrad aufstellte Theorie,
dass die supplemental-Region fir die Bindung der miR-122 an die Bindungsstelle in der 3°-UTR
bendtigt wird.

Eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse kdonnte darin liegen, dass Dominik
Conrad das Isolat Conl nutzte, wahrend in dieser Arbeit die Chimare J6-JFH1 fiir die Untersuchung
der supplemental-Region verwendete wurde. Eine andere Erkldarung kénnte in der Betrachtungsweise
liegen. Die Nukleotide der supplemental-Region werden in einer konservierten Haarnadelstruktur

prasentiert [48]. Wahrend bei den Versuchen von Dominik Conrad diese HCV-Struktur entweder



an- oder abwesend war, wurden in dieser Arbeit zwar Mutationen in die supplemental-Region
eingefligt, die Haarnadelstruktur an sich war aber immer vorhanden. Fiir weitere Untersuchungen
wadre es somit interessant zu sehen, ob die Bindung der miR-122 an die HCV-RNA auch im
J6-JFH1-Kontext unterbunden werden kann, wenn die Haarnadelstruktur, in der die
supplemental-Region prasentiert wird, nicht anwesend ware. Dies wirde darauf schliefen lassen,
dass nicht zwingend die 4 Nukleotide lange Sequenz fiir eine Bindung vorhanden sein muss, sondern
die HCV-Struktur strangaufwarts eine entscheidende Rolle spielt und somit die Bedeutung der
Sekundarstruktur nochmals bestdtigt. Denn auch von Mortimer und Doudna konnte 2013 im
Genotyp 1b gezeigt werden, dass die supplemental-Regionen der miR-122-Bindungsstellen in der
5°-UTR fir die beiden Bindungsstellen eine unterschiedliche Bedeutung haben [172]. Wahrend fiir S1
diese Region in vitro nicht an der Bindung der miR-122 beteiligt ist, spielt sie fir die Bindung an die
S2 eine Rolle und ist wichtig fir die Stabilitdt der miR-122/HCV-Bindung.

Da in dieser Arbeit aber auch gezeigt werden konnte, dass insbesondere fiir das Isolat Conl die
Zuganglichkeit der Bindungsstelle mit der Bindungsstarke korreliert (Tabelle 2.2), kénnte das eine
andere Erklarung daflir sein, weshalb Dominik Conrad mit dem langeren NS5B-Transkript eine
Bindung nachweisen konnte. Nach einer erfolgten Berechnung der ssp fiir die seed-target-Sequenz
kann ndamlich gezeigt werden, dass sich die Zugédnglichkeit von ssp = 0,305 fiir das Transkript ohne die
NS5B-Region auf ssp = 0,487 mit der NS5B-Region verbessert, die miR-122-Bindungsstelle somit um

einiges zuganglicher wird und eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes erleichtert.

3.2.2 Die Nutzung der verschieden mutierten miR-122 in einem Konstrukt ist nur bedingt
moglich

Fiir den weiteren Verlauf dieser Arbeit war es nicht nur wichtig zu sehen, dass die Mutationen die
Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA unterbinden, sondern auch, dass die
komplementar mutierten miR-122 die Bindung wieder herstellen kénnen. Nur so ist es moglich, eine
konkrete Aussage Uber die Funktion der einzelnen Bindungsstellen zu treffen. AuRerdem ist es fir
Experimente mit einer Kombination mutierter miR-122-Bindungsstellen wichtig zu sehen, ob es zu
unspezifischen Bindungen der mutierten miR-122 an diese Erkennungssequenzen kommt. Dazu
wurde jede mutierte miR-122 mit jeder mutierten miR-122-Bindungsstelle transfiziert und in
co-IP-Experimenten auf eine Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes hin untersucht. Die
einzelnen Ergebnisse sind in Kapitel 2.3.3 dargestellt.

Wie in Abbildung 2.17 zu erkennen ist, konnte sowohl fiir die miR-122-Bindungsstelle 5B.2m als auch
fir 5B.3m mit der jeweiligen komplementar mutierten miR-122 wieder eine Bindung nachgewiesen
werden. Diese Bindung ist im Falle von miR-122/5B.2m jedoch nur halb so stark wie bei dem Wildtyp.

AulRerdem wird jede der beiden Erkennungssequenzen jeweils noch von einer anderen mutierten



miR-122 gebunden. Die miR-122/S2m bindet ebenfalls an die Bindungsstelle 5B.2m und dies sogar
doppelt so stark wie die eigentliche kompensierende miR-122/5B.2m. An die Bindungsstelle 5B.3m
bindet zusatzlich noch die miR-122/5B.2m, und das genauso stark wie bei der Adressierung mit der
miR-122/5B.3m. Um eine mogliche Erklarung dafiir zu finden, weshalb miR-122/S2m an die
5B.2m-RNA und miR-122/5B.2m an die 5B.3m-RNA bindet, wurden die mutierten
miR-122-Bindungsstellen (Tabelle 2.3) mit jeder mutierten miR-122-Sequenz verglichen
(Kapitel 4.1.10.2). Diese Art der Betrachtung liefert allerdings keine klare Erkenntnis dariiber,
weshalb die eine mutierte miR-122 bindet und andere nicht, denn alle weisen eine gleich grolRe
Ubereinstimmung mit der mutierten Bindungsstelle auf. Es kann sich somit einfach um unspezifische
Bindungen handeln und sollte durch weitere co-IP-Experimente liberprift werden.

Fir die Versuche an den Bindungsstellen S3..m und S3.,,m zeigt Abbildung 2.18 deutlich, dass in
beiden Fallen eine Bindung wiederhergestellt werden konnte. Die Bindung der miR-122/S3,.m an die
entsprechende Erkennungssequenz zeigt jedoch eine 4-fach schwachere Bindung als im
Wildtyp-System (Abschnitt A der Abbildung 2.18). Ebenfalls zu erkennen ist eine schwache
unspezifische Bindung der S3,.m-Bindungsstelle mit der miR-122/S2m, aber dafiir eine sehr starke,
mit dem Wildtyp vergleichbare Bindung der miR-122/S3.,m. Wie oben erwahnt und in Abschnitt B
der Abbildung 2.18 zu sehen ist, kann durch die miR-122/S3.,m zwar der miR-122/Ago2-Komplex an
die Bindungsstelle S3..,m hybridisieren, dies jedoch nicht so stark wie an der Bindungsstelle S3,.m
(Abschnitt A). Dass sich die miR-122/S3..m nicht an die S3.,,m Erkennungssequenz anlagert, konnte
dafir sprechen, dass die supplemental-Region doch eine gewisse Rolle bei der
miR-122/Ago2-Komplex-Bindung an die HCV-RNA spielt, da sich die beiden miR-122 nur durch den
3 Nukleotide Austausch in der supplemental-Region unterscheiden. Aber auch hier bedarf es weiterer
co-IP-Experimente, bevor Versuche mit einer Kombination von Mutationen durchgefiihrt werden
kénnen, um eine unspezifische Bindung auszuschlieRen.

Da in den verwendeten Konstrukten ebenfalls immer wildtypische miR-122-Bindungsstellen
vorliegen, musste noch nachgepriift werden, ob die mutierten miR-122 an diese Stellen binden. Wie
in Abbildung 2.19 zu erkennen ist, konnte fiir keine der untersuchten mutierten miR-122 eine
Anlagerung an die Wildtyp-miR-122-Bindungsstelle nachgewiesen werden. Fiir die miR-122/S1m und
miR-122/S2m wurde dies von Anika Nieder-Rohrmann im Laufe ihrer Dissertation gezeigt und in
dieser Arbeit nicht nochmals (lberpriaft. Aufgrund dieser Ergebnisse kann mit

Funktionalitatsversuchen, welche Konstrukte mit nur einer Mutation enthalten, begonnen werden.



3.2.3 Die Bindung der miR-122 an die Bindungsstelle in der 3"-UTR hat einen
inhibierenden Effekt auf die Translation

Dass die Bindung der leberspezifischen miR-122 an die Bindungsstellen in der 5°-UTR zu einer
Steigerung der IRES-vermittelten Translation fihrt, wurde schon mehrfach in vitro und in vivo
untersucht und in der Literatur beschrieben [99; 135; 142]. Diese Entdeckung war zu dem Zeitpunkt
allerdings sehr liberraschend, da nur wenig darlber bekannt war, dass es durch die Interaktion von
microRNAs mit der 5°-UTR zu einer Translationsregulation kommt [173; 174; 175]. So klar die Rolle
der 5-UTR wurde, so unklarer und widerspriichlicher wird er Einfluss der 3-UTR auf die
HCV-Translation diskutiert. Wahrend einige Studien keine Bedeutung der 3-UTR nachweisen kénnen
[151], gibt es andere, die einen stimulierenden [50] bzw. einen inhibierenden [152] Effekt zeigen.
Aufgrund dieser unterschiedlichen Erkenntnisse ist vielleicht auch zu erklaren, weshalb die
Bedeutung der miR-122-Bindungsstelle in der 3’-UTR bislang so gut wie gar nicht untersucht wurde.
Lediglich von Henke und Goergen wurden 2008 erste Versuche an der miR-122-Bindungsstelle in der
3’-UTR durchgefiihrt [99]. Es gab ein Konstrukt mit mutierter miR-122-Bindungsstelle in der 3°-UTR,
wahrend die 5-UTR als Wildtyp vorlag. In Luciferase-Assays konnten die Autoren fiir das Konstrukt
eine Steigerung der Translationseffizienz nachweisen. Sie kamen jedoch zu dem Schluss, dass die
Translationsstimulation nicht durch eine Bindung der miR-122 an die Erkennungssequenz in der
3’-UTR hervorgerufen wurde. Dies bedarf jedoch einer genaueren Untersuchung. Dafiir wurden in
dieser Arbeit Luciferase-Konstrukte generiert, in denen zum einen nur die Bindungsstellen in der
5°-UTR oder nur die Bindungsstelle in der 3’-UTR mutiert vorlagen, und zum anderen auch ein
Konstrukt, in dem alle drei mutiert sind (Abbildung 2.20). Die Transfektion der HCV-Reporter-RNAs
erfolgte in Hela-Zellen, welche keine endogene miR-122 besitzen. Dadurch war es mdglich, die
mutierten Bindungsstellen mit der mutierten miR-122 zu adressieren und so den Effekt einer Bindung
genauer zu untersuchen sowie den Einfluss anderer Faktoren zu minimieren.

Ein weiterer wichtiger Grund fir die erneute Untersuchung der 3'-UTR in Bezug auf die Translation
lag in der Beobachtung von Dominik Conrad, dass die supplemental-Region eine wichtige Rolle bei
der Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA spielt. Da die Region bis zum
Zeitpunkt dieser Arbeit nicht untersucht war, stellte sich die Frage, welchen Einfluss sie auf die
Translation hat. Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Ergebnisse, welche in den Abbildung 2.21
und Abbildung 2.22 dargestellt sind, zeigen einen deutlichen Einfluss der miR-122-Bindungsstelle S3
auf die Translation und widerspricht in diesem Punkt der Interpretation der bisher einzigen
Publikation dazu [99]. Andere Aussagen konnten jedoch auch bestadtigt werden. So ist die
Anwesenheit der 3-UTR fiir die Translation von HCV unbedingt notwendig [50] und die Bindung

einer miR-122 an die Bindungsstellen in der 5 -UTR steigert die Translation [99; 135].



Bei der Betrachtung der Daten in Abbildung 2.21 und Abbildung 2.22 ist zu erkennen, dass die
Bindung der mutierten miR-122 an die kompensierend mutierte Bindungsstelle in der 3"-UTR zu einer
Reduktion der Translation fiihrt. Wird die Bindungsstelle in denselben Konstrukten nicht adressiert,
ist die Translation um durchschnittlich 100 % gesteigert. Auch bei Henke und Goergen ist eine solche
Reduktion zu erkennen, wenn darauf geachtet wird, dass die 3"-UTR-Mutante in Kombination mit
miR-122 eine um 40 % stdarkere Translation aufweist als der Wildtyp. Dieses Ergebnis sollte an sich
nicht verwundern, da es mit vielen Erkenntnissen der Literatur libereinstimmt, wonach microRNAs
gebunden an ihre Zielsequenzen in der 3°-UTR zu einer Repression der Translation flihren
[111; 174, 175; 176], wobei die Repression bei gecappten mRNAs allerdings tiber das Cap vermittelt
wird, das bei HCV nicht vorhanden ist.

Auffallig ist jedoch, dass bei HCV der negative Einfluss der Adressierung der miR-122 an die 3'-UTR
nur zustande kommt, wenn die Bindungsstellen in der 5°-UTR mit miR-122 gebunden vorliegen. Dies
konnte auf eine Interaktion zwischen den miR-122/Ago2-Komplexen der 5°- und 3°-UTR hindeuten.
Da eine solche Interaktion jedoch noch nicht genau nachgewiesen werden konnte, bedarf es
weiterfihrender Experimente, um dies zu kldaren. Eine andere mogliche Erklarung fir eine
Translationsreduktion kénnte auch darin liegen, dass durch die Hybridisierung des
miR-122/Ago2-Komplexes an die 3’-UTR nicht funktionsfahige Proteine entstehen, welche direkt
wieder abgebaut werden. Dazu kdnnte es kommen, weil der Komplex das Ribosomen daran hindert,
die Translation komplett abzuschlieBen, bzw. weil das Stopp-Codon blockiert ist und die Translation
zu lange lauft.

Die Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes an die supplemental-Region konnte in den
co-IP-Experimenten nicht unterbunden werden (Abbildung 2.16), dennoch scheint sie einen Effekt
auf die Translation zu haben. Dies ist bei der Betrachtung der S3,.m- und S3.,m-Konstrukte zu
erkennen. Obwohl das S3;,;m-Konstrukt sich gréBtenteils wie der Wildtyp verhalt (was durch die
weiterhin mogliche Hybridisierung des miR-122/Ago2-Komplexes zu erwarten ist), zeigen sich
deutliche Unterschiede bei den Daten der S3..m- und S3.,,m-Konstrukte, welche sich nur durch die
S3,um-Sequenz unterscheiden. Wahrend die Translation in dem S3,.m—Konstrukt im Vergleich zum
Wildtyp deutlich reduziert ist, weist das S3.,m-Konstrukt eine sehr starke Translation auf. Eine
mogliche Erklarung dafiir kann allerdings mit dem momentanen Wissenstand nicht gegeben werden
und lasst nur die Vermutung zu, dass die supplemental-Region zwar keine entscheidende Rolle bei
der Bindung des miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA spielt, aber eine groRe bei der
Translation. Es bedarf weiterer Versuche, um dies abschlieBend zu kldren. Auffallig ist jedoch, dass
die Translationseffizienz bei den SImS2m-Konstrukten prinzipiell héher ist. Dies kdnnte jedoch durch
die von Anika Nieder-Rohrmann generierten Mutationen erklart werden, bei denen sie ein
zusatzliches G zur besseren Bindung der mutierten miR-122  eingefiigt hat

(Dissertation Anika Nieder-R6hrmann).



3.2.4 Weiterfuiihrende Versuche

Da im Laufe dieser Arbeit nicht mehr geniligend Zeit war, um einige Fragen abschlieRend zu klaren

sollten weiterfihrende Versuche durchgefiihrt werden.

Jura Henke untersuchte im Laufe ihrer Dissertation den Einfluss der miR-122-Bindungsstellen auf die
Translation sowohl von HCV-Reporter-RNAs also auch im vollstandigen HCV-Genom. Dabei entdeckte
sie, dass es im vollstandigen HCV-Genom zu einem verminderten Effekt der miR-122 auf die
Translation kam. lhre Erklarung dafiir lag darin, dass das HCV-Genom weitere
miR-122-Bindungsstellen in der Protein-kodierenden Sequenz aufweist, welche die miR-122 binden
und sie somit den Bindungsstellen in der 5- und 3’-UTR nicht mehr zur Verfligung stehen. Aus
diesem Grund wurden die in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Mutationen in die NS5B-kodierende Region
und die 3’-UTR eines Minimalkonstrukt von Lyudmila Shalamova (Dissertation Lyudmila Shalamova)
integriert, wodurch sie in weiteren Versuchen in der Lage sein wird deren Einfluss auf die Plus- und
Minusstrang-Synthese separat zu untersuchen.

Des Weiteren konnten die Mutationen 5B.2m, 5B.3m und S3..m von Gesche Gerresheim in das
vollstandige HCV-Genom integriert werden, um auch hier den Effekt dieser Stellen genauer
untersuchen und somit eine Aussage darliber treffen zu koénnen, welche Rolle diese

miR-122-Bindungsstellen im HCV-Vermehrungszyklus spielen.



4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Zelllinien

Zelllinie Herkunft Ursprung

Hela Bartenschlager Labor, Heidelberg, Humane Zervixkarzinoma Zellen
Deutschland

Naive Huh7.5 Rice Labor, Rockefeller Universitdt, US  Humane Hepatokarzinoma Zellen

4.1.2 Bakterien

Bakterienstamm

Firma

Genotyp

E. coli DH5a

E. coliTop10

4.1.3 Puffer

Invitrogen™

Invitrogen™

4.1.3.1 Kulturmedien und Puffer

F~$80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 \- thi-1

gyrA96 relAl

F- mcrA (mrr- hsdRMS- mcrBC) ®80lacZz AM15
lacX74 recAl araA139 A(ara-leu) 7697galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG

Bezeichnung Zusammensetzung
Lennox Broth (LB)-Medium 20 g/l LB-Pulver
@11 dH,0

LB-Agar-Platten

Sterilisation durch Autoklavieren (15 min, 121 °C)

20 g/l

LB-Pulver



2% (w/v) Bacto Agar LB-Medium
@ 400 ml  dH,O

Sterilisation durch Autoklavieren (15 min, 121 °C)

TFB1 30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,
100mM  RbCl,
15 % (v/v) Glycerol
@ 120ml  dH,0
Einstellen des pH-Wertes auf pH 5,8 mit 1 M Essigsdure
(~ 140 pl); Sterilfiltrieren

TFB2 10 mM MOPS (pH 6,5)
75 mM CaCl,
10 mM RbCl,
15 % (v/v) Glycerol
@ 120 ml  dH,0
Einstellen des pH-Wertes auf pH 6,5 mit 1 M KOH

(< 10 pl); Sterilfiltrieren

PBS 137 mM  NaCl
2,7 mM KCl
4,3 mM Na,HPO,
1,5mM KH,PO,

Zellkulturmedium 50 ml FBS
5 ml Penicillin/Streptomycin

in500 ml DMEM

Einfriermedium 10 ml FBS
5ml DMSO
@ 50 ml DMEM



4.1.3.2 Gel Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

10 x TBE (Tris-Borat-EDTA ) 108 g Tris
55¢g 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,0

4.1.3.3 Nukleinsdure Probenpuffer

Bezeichnung Zusammensetzung
RNA-Probenpuffer (FA-Puffer) 80 % Formamid
10% Glycerol

50 mM EDTA (pH 7,5)

einige Kérner Bromphenolblau und Xylencyanol
@ 20 ml ddH,0

Aufbewahrung bei -20 °C in 2 ml Aliquots

DNA-Probenpuffer 75 % Glycerin
50 mM EDTA (pH 8,0)
einige Kérner Bromphenoblau und Xylencyanol
@ 20 ml dH,0
Aufbewahrung bei -20 °Cin 2 ml Aliquots



4.1.3.4 co-IP-Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
co-IP-Lysepuffer 25 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM KCl
2mM EDTA (pH 7,5)

0,5mM DTT
0,5% NP-40
@ 250 ml  ddH,0

co-IP-Waschpuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
300 mM NaCl
5mM MgCl,
0,05 % NP-40
@ 500 ml  ddH,0

Proteinase K Puffer 200 mM Tris-HCI (pH 7,5)
300 mM NaCl
25 mM EDTA (pH 7,5)
2% SDS
@ 50 ml ddH,0

Fixierlosung 7,5% Essigsaure
5% Ethanol
@1l dH,0

4.1.3.5 SDS-PAGE Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

30 % Acrylamid-Losung Verdiinnung von 150 ml Rotiphorese Gel (19:1) mit

dH,0 in einem Endvolumen von 200 ml

Trenngel-Puffer (pH 8,8) 90,75 g Tris
@ 400 ml  dH,0
Einstellen des pH-Wertes auf 8,8 mit HCI;

Auffillen auf 500 ml Gesamtvolumen mit dH,0



Sammelgel-Puffer (pH 6,8) 90,75 g Tris
@ 400 ml  dH,0
Einstellen des pH-Wertes auf 6,8 mit HCI;

Auffillen auf 500 ml Gesamtvolumen mit dH,0

10 % SDS (w/v) 5g Natriumdodecylsulfat (SDS)
@ 50 ml dH,0

10 % APS 01lg Ammoniumpersulfat (APS)
@ 10 ml dH,0

10 x SDS-Laufpuffer 10g SDS
30g Tris
144 g Glycin
@11 dH,0

Fir 1 x SDS Laufpuffer 1:10 mit dH,0 verdiinnen

4 x SDS-Probenpuffer 20% Glycerol
20% B-Mercaptoethanol
60 % 10 % SDS

125 mM Tris
einige Kérner Bromphenolblau

@ 25 ml ddH,0

4.1.3.6 Western Blot Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Kathoden-Puffer 3g Tris
@ 800 ml  dH,0

Einstellen des pH-Wertes auf 9,4 mit HCI

100 ml Methanol
@1l dH,0
Anoden-Puffer | 36,3¢g Tris

@ 800 ml dH,0
Einstellen des pH-Wertes auf 10,4 mit HCI



Anoden-Puffer Il

10 x TBS

TBST

Blockierungspuffer

100 ml Methanol
@1l dH,0

3g Tris
@ 800 ml  dH,0O
Einstellen des pH-Wertes auf 10,4 mit HCI

100 ml Methanol
@1l dH,0
60,5¢g Tris
87,6¢g NacCl

@ 800 ml dH,0

Einstellen des pH-Wertes auf 7,5 mit HCI
@1l dH,0

Fir 1 x TBE 1:10 mit dH,0 verdiinnen

0,25 % (v/v) Tween20
11 1xTBS

10 % (w/v) Milchpulver

100 ml 1 xTBST
4.1.3.7 Elektroporationspuffer
Bezeichnung Zusammensetzung
Zytomix 120 mM KCl

0,15 mM  CaCl,

10 mM K,HPO,/KH,PO, (pH 7,6)

25 mM HEPES (pH 7,6)

2 mM EGTA (pH 7,6)

5mM MgCl,

@ 475ml  ddH,0

Sterilfiltration; kurz vor Gebrauch mit 2 mM ATP

(pH 7,6) und 5 mM Gluthathion (pH 7,6)



4.1.4 Kits

Kit

Firma

Verwendungszweck

SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate

Genelet Gel Extraction Kit

Genelet RNA Cleanup and Concentration
Micro Kit

Genelet Plasmid Miniprep Kit

Genelet Plasmid Maxiprep Kit

Pierce

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Western Blot

Gelextraktion

RNA-Aufreinigung

Plasmidaufreinigung

Plasmidaufreinigung

Renilla-Jucie Luciferase Assay Firefly” PJK Translationsmessung

Beetle-Jucie Luciferase Assay Firefly PJK Translationsmessung
4.1.5 GroRenmarker

Name Firma

Hyper Ladder | Bioline, Lichtenfels

10000 bp, 8000 bp, 6000 bp, 5000 bp, 4000 bp, 3000 bp,

2500 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,800 bp, 600 bp, 400 bp,

200 bp

PAGE Ruler™ (prestained) Fermentas, St. Leon-Rot

170 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 26 kDa,

17 kDa, 10 kDa

4.1.6 Antikorper und Magnetpartikel

Name

Firma

goat-anti-PTBP1
IgG-POD
Protein G magnetic beads

rat-anti-Ago2, Klon 11A9

Abcam, Cambridge

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Sigma Aldrich, St. Louis



mouse-anti-FLAG Sigma Aldrich, St. Louis

4.1.7 Nukleotide

Name Firma

Capping-Nukleotide (m7GpppG) Promega, Mannheim
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs ) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Radioaktiv-markiertes a-32P-UTP Perkin Elmer, Waltham
Ribonucleosidtriphosphate (rNTPs ) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

4.1.8 Plasmide

Die Karten der starker hervorgehobenen Plasmide befinden sich im Anhang 6.4

Hergestellt/bezogen

Bezeichnung Eigenschaften von
pUC18_J6-JFH1 T7,5°-UTR, Plasmid-Sequenz, Rice Labor
3°-UTR
PGEM-4Z_Fluc_Poly(A) T7, Fluc, Poly(A) L. Low
Niepmann Labor
pUC18_J6-JFH1 _hRLuc T7,5-UTR_wt, hRLuc, Eurofins

NS5B-Fragment, 3 -UTR_wt

pUC18 J6-JFH1 hRLuc_S1S2 T7,5-UTR_wt, hRLuc, N. Dlinnes
S3,,m NS5B-Fragment, S3,,;m Niepmann Labor
pUC18 J6-JFH1_hRLuc_S1S2_ T7,5-UTR_wt, hRLuc, N. Dinnes
S3.cm NS5B-Fragment, S3,.m Niepmann Labor
pUC18 J6-JFH1 hRLuc_S1S2 T7,5-UTR_wt, hRLuc, N. Dlinnes
S3.cm NS5B-Fragment, S3.,,m Niepmann Labor
pUC18_J6-JFH1 _hRLuc_S1mS2m T7,5-UTR_S1mS2m, hRLuc, A. Nieder-R6hrmann
NS5B-Fragment, 3-UTR_wt Niepmann Labor
pUC18 J6-JFH1 _hRLuc_SImS2m_ T7,5-UTR_S1mS2m, hRLuc, N. Diinnes
S3,,m NS5B-Fragment, S3,,;m Niepmann Labor
pUC18 J6-JFH1 _hRLuc_SImS2m_ T7,5-UTR_Sm1S2m, hRLuc, N. Diinnes

S3.cm NS5B-Fragment, S3,.m Niepmann Labor



pUC18_J6-JFH1 _hRLuc_S1mS2m_

S3.om

pUC18_J6-JFH1 _NS5B-3°-UTR

pUC18 J6-JFH1_NS5B-3°-UTR_
5B.2m

pUC18_J6-JFH1_NS5B-3"-UTR_
5B.3m

pUC18 J6-JFH1 _NS5B-3°-UTR_
S3,ym

pUC18 J6-JFH1_NS5B-3°-UTR_
S3.cm

pUC18_J6-JFH1_NS5B-3"-UTR_

S3.cm

pUC18_P.s_WT_SLI-II

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_5B.2m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_5B.3m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_ S3..m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_ S3.,m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_S1mS2m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_S1mS2m_

5B.2m

pUC18 P.s_WT_SLI-Il_S1mS2m_

5B.3m

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_S1mS2m_

S3,cm

pUC18_P.s_WT_SLI-Il_S1mS2m_

S3.om

T7,5-UTR_S1mS2m, hRLuc,
NS5B-Fragment, S3.,;m

pUC18 Plasmid Sequenz,
NS5B-Sequenz_wt, 3"-UTR_wt

pUC18 Plasmid Sequenz,

NS5B-Sequenz_5B.2m, 3'-UTR_wt

pUC18 Plasmid Sequenz,

NS5B-Sequenz_5B.3m, 3'-UTR_wt

pUC18 Plasmid Sequenz,
NS5B-Sequenz_wt, S3,;m

pUC18 Plasmid Sequenz,
NS5B-Sequenz_wt, S3,cm

pUC18 Plasmid Sequenz,
NS5B-Sequenz_wt, S3,,m

T7, EMCV IRES_wt, SLI-II,
NS3-NS5B, 3"-UTR_wt

T7, EMCV IRES_wt, SLI-II,
NS3-NS5B, 5B.2m

T7, EMCV IRES_wt, SLI-II,
NS3-NS5B, 5B.3m

T7, EMCV IRES_wt, SLI-II,
NS3-NS5B, S3,.m

T7, EMCV IRES_wt, SLI-II,
NS3-NS5B, S3.,m

T7, EMCV IRES_S1mS2m, SLI-Il,
NS3-NS5B, 3'-UTR_wt

T7, EMCV IRES_S1mS2m, SLI-II,
NS3-NS5B, 5B.2m

T7, EMCV IRES_S1mS2m, SLI-Il,
NS3-NS5B, 5B.3m

T7, EMCV IRES_S1mS2m, SLI-II,
NS3-NS5B, S3,cm

T7, EMCV IRES_S1mS2m, SLI-II,
NS3-NS5B, S3.,,m

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

L. Shalamova
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

L. Shalamova
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dinnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor

N. Dlnnes
Niepmann Labor



4.1.9 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers bezogen.

4.1.9.1 DNA-Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

QC J6- JFH S1mS2m fwd

QC J6-JFH SImS2m rev

Rv hRLuc 3’-UTR

Rv hRLuc

5B.2a fwd

5B.2arev

5B.2b fwd

5B.2b rev
5B.2c fwd

5B.2c rev
5B.3a fwd

5B.3arev
5B.3b fwd

5B.3b rev
5B.3c fwd

5B.3crev
S3.a fwd

S3.arev

S3.b fwd

CTCACTATAGACTGCCCCTAATAGGGGCGAGACTACGCAGTGAATCT
ATCCCCTGTGAG
CTCACAGGGGATAGATTCACTGCGTAGTCTCGCCCCTATTAGGGGCA
GTCTATAGTGAG

GGTCTCTCTGCAGATCATGT

GTGCTGAAGAACGAGCAG
ACAGTCGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGGTGGGAGA
CAGCTAGACACACTCCAG
CGCTAAGGCCATGGAGTCGTTGAATGATCTGAGG
CGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGTGCGTGGGAGACA
GCTAGAC

TAGGGCTTTTTCAAGTTGTTCCTGAG
CGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGCCACTCGCCCGGG
CTGCCTGG

GGTTCTGGTCCAGGGTGTC
ACAGTCGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGGGCTACTG
TCCCAGGG

CCTACCCCTACAGAAAGTAGGAGTAGGCAC
CGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGCGGTGAAGACCAA
GCTCAAACTCACTCCATTG
CTCTACCGAGCGGGGAGTAGGAAGAGGCC
CGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGTCATCTCCCGTGG
AGG

GCCTACCCCTACGAAAAGTAGGAGTAGGCCG
ACAGTCGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGCCGATGAA
CGGGGAGCTAAACACTCCAGGC
ACTAGTAGTACTTGATCTGCAGAGAGGCC
GCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGTCCCCGCTCGGTAGAGCGGC
ACACACTAGGTACACTCCATAGCTAAC



S3.b rev
S3.c fwd

S3.crev

5B.2m fwd

5B.2m rev

5B.3m fwd

5B.3m rev

S3.,m fwd

S3,,m rev

S3..m fwd

S3.,.mrev

S3..m fwd

S3..m rev

FW pUC18 neu
Fwd Hindlll Sfil pUC18-J6-JFH1

pUC18-J6-JFH1 rev
S3,um pUC18-J6-JFH1 rev
S$3,em pUC18-J6-JFH1 rev
S3.om pUC18-J6-JFH1 rev
RV 5°-UTR 363 nt

CATGATCTGCAGAGAGACCAGTTACGGCAC
CGCATGCGCAGGCTTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGGGGGAGA
CATATATCACAGC

CAGGATGGCCTATTGGCCTGGAG
CCCGGGCTGCCTGGGAAACAGTTAGACACAGCCCTATCAATTCATGG
CTGGG
CCCAGCCATGAATTGATAGGGCTGTGTCTAACTGTTTCCCAGGCAGCC
CGGG
GCGGTGAAGACCAAGCTCAAACTGACACCATTGCCGGAGGCGCGCCT
ACTGG
CCAGTAGGCGCGCCTCCGGCAATGGTGTCAGTTTGAGCTTGGTCTTC
ACCGC
CCTACTCCCCGCTGCCTAGAGCGGCACACACTAGGTACACTCCATAGC
TAAC
GTTAGCTATGGAGTGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTAGGCAGCGGGGA
GTAGG
CCTACTCCCCGCTCGGTAGAGCGGCACACACTAGGTACTCTGCATAGC
TAAC
GTTAGCTATGCAGAGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTACCGAGCGGGGA
GTAGG
CCTACTCCCCGCTGCCTAGAGCGGCACACACTAGGTACTCTGCATAGC
TAAC
GTTAGCTATGCAGAGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTAGGCAGCGGGGA
GTAGG

GCTGGCGAAAGGGGGATGTGC
TGTGTCAAGCTTGTTGGGCCCGCGGGGCCGCCGCAGATACTACCTGA
CCAGAGACCCAACAACGCCAC

CACACAGGAAACAGCTATGACCATG
TATGGAGTGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTAGGCAG
TATGCAGAGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTACCGAG
TATGCAGAGTACCTAGTGTGTGCCGCTCTAGGCAG
TGAGGTTTAGGATTTGTGCT



4.1.9.2 RNA-Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

miR-122 mat
miR-122*

miR-122 S1m mat
miR-122 SIm*
miR-122 S2m mat
miR-122 S2m*
miR-122 5B.2m mat
miR-122 5B.2m*
miR-122 5B.3m mat
miR-122 5B.3m*
miR-122 S3,.m mat
miR-122 S3,.m*
miR-122 S3.,,m mat
miR-122 S3.,,m*

5-®UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-3’
5’-®AACGCCAUUAUCACACUAAAUA-3’
5-®UGUAGUCUGACAAAGUCGUUUG-3’
5-®AACGACUUUAUCAGACUCAAUA-3’
5-®UGGAUAGUGACAACUGUGUUUG-3’
5-®AACGCAGUUAUCACUAUAAAUA-3’
5-®UGCUGUGUGACAAUGGUGUUUG-3’
5-®AACGCCAUUAUCACACGAAAUA-3’
5-®UGGUGUCUGACAAUGGUGUUUG-3’
5’-®AACGCCAUUAUCAGACAAAAUA-3’
5-®UGCAGAGUGACAAUGGUGUUUG-3’
5’-®AACGCCAUUAUCACUCUAAAUA-3’
5’-®UGCAGAGUGACAAUGGUGGGUG-3’
5’-®CCCGCCAUUAUCACUCUAAAUA-3’

* Gegenstrang zur Herstellung von microRNA-Duplexen

4.1.10 Enzyme

Name Firma

Antarktische Phosphatase New England Biolabs, Frankfurt am Main

DNase | New England Biolabs, Frankfurt am Main
Dpnl New England Biolabs, Frankfurt am Main
EcoRI-HF New England Biolabs, Frankfurt am Main
EcoRV-HF New England Biolabs, Frankfurt am Main
HindllI-HF New England Biolabs, Frankfurt am Main
One Taq Polymerase New England Biolabs, Frankfurt am Main
Pfuiurwo high fidelity DNA polymerase Agilent Technologies, Santa Clara

Proteinase K New England Biolabs, Frankfurt am Main
RNase A New England Biolabs, Frankfurt am Main
Sfil New England Biolabs, Frankfurt am Main

Spel New England Biolabs, Frankfurt am Main



T4 DNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt am Main
T7-RNA Polymerase New England Biolabs, Frankfurt am Main

4.1.11 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Firma

9 cm Zellkulturschalen Sarstedt, Nimbrecht
Chromatography Papier 3MM Chr (Whatman Paper) VWR, Darmstadt
Elektroporationskiivetten Biorad, Miinchen
Filterspitzen (10 ul; 20 ul; 200 pl; 1250 ul) Sarstedt, Nimbrecht
Mikrotiterplatten (96-well) Sarstedt, Nimbrecht
Nylonmembran, Roti Nylon Plus Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
PVDF Membran Immobilon-P, 0.45 pum Milipore, Billerica
ReaktionsgefaRe (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) Sarstedt, Nimbrecht
ReaktionsgefdRe (Falcon: 15 ml; 50 ml) Sarstedt, Nimbrecht
Rontgenfilme, Kodak X-omat XAR Eastman Kodak, USA
sterile serologische Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 ml) Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturflaschen (25 cm2; 75 cm2; 175 cm2) Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturplatten (6-wells) Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturschalen Sarstedt, Nimbrecht

4.1.12 Chemikalien

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

(Mannheim) bezogen.

Name Firma

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Agar (Bacto) Difco Labor

Agarose Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Ammonium Persulfat Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Serva, Heidelberg

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe



Bisacrylamidlosung (29:1)
Brompenolblau

Chloroform

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Essigsaure

Ethanol (96 %, 99 %)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Formaldehyd

Formamid

Glycerol

Glycin

Glycoblue

Harnstoff

Hefeextrakt

Isoamylalkohol

Kaliumchlorid

Lipofectamine 2000
Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

Nariumchlorid

Natrium Dodecyl Sulfat (SDS)
Natriumacetat

Nonidet P-40, Biochemica [Ersatzprodukt] (NP-40)
Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml)
Rontgenfilmentwickler und -fixierer
Roti Phenol

Rotiphorese Gel 40 (19:1)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)
Tetracyclin

Trichloressigsaure (TCA)
Trypsin-EDTA

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

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

Invitrogen, Karlsruhe

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

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

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

Life Technologie GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
EDEKA Krenschker, GieRen

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Life Technologie GmbH, Darmstadt

Agfa, KoIn

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

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

Invitrogen, Karlsruhe



Trypsin-verdautes Peton
Tween 20, Sigma Ultra

Xylencyanolblau

4.1.13 Gerate

Bezeichnung

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

Firma

Avanti JXN-26 Centrifuge, JA-25.50, JA-10
Beckmann J2-21, Rotoren JA 14, JA 20
Bi-Destille, Destamat

Blotapparatur, Fastblot B43/44
Certomat®H

CO,-Inkubator Serie CB

Design ARTEFAKT

Digitales pH-Meter 644

Elektrophorese Netzgerat, EPS 500/400

Elektroporator, GenePulser Xcell
Filmkassetten, Cronex Lightning Plus

Geiger-Zahler, LB 124

Geldokumentationssystem, GelDoc XR
Gelkammern

Geltrockner, Gel Dryer 583

Heizblock, MBT 250

Hera Safe Sterilbank
Horizontalschittler 3020
Hybridisierungsofen, HB-1000 Hybridiser
Kippschiittler DuoMax1030
Kihlzentrifuge 5417 R

Lamin Air HA 2448 BS Sterilbank
Membranpumpe Diaphragm Pump
Mixing Block MB-102

Multifuge 3 L-R

Beckman Coulter

Beckman Instruments

Heraeus, Hanau

Biometra, Gottingen

B. Braun, USA

Binder GmbH, Tuttlingen

Industriekultur, Darmstadt

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin

Pharmarcia Fine Chemicals, Uppsala,
Schweden

Biorad, Miinchen

Du Pont, USA

Berthold Technologies GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad

Biorad, Miinchen

von Keutz, Reiskirchen

Biorad, Miinchen

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden

Heraeus, Hanau

GFL, Burgwedel

UVP, USA

Heidolph Instruments, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Vacuubrand GmbH + Co, Wertheim

Bioer

Heraeus, Hanau



Netzgerat EPS 500/400 Pharmacia LBK, Freiburg
Phosphoimager Cyclone®Plus Storage Phosphor Perkin Elmer

System G4321

Pipetboy Integra

Platteninkubator Thermo Scientific, Schwerte

Qubit Invitrogen

SLAB Gel Dryer Midel SE 1160 Hoefer Scientific Instruments, USA
Tecan infinite M200 multimode reader Tecan, Crailsheim

Thermocycler, TProfessional Biometra

Thermocycler, TAThermocycler Biometra

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415C und 5417R Eppendorf, Hamburg

Vortex Genie 2 Beckman Instruments

Wasserbad julabo Julabo, Seelbach



4.2 Methoden

4.2.1 Mikrobiologische Methoden
4.2.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien werden 2,5 ml einer Ubernachtkultur in 250 ml
LB-Medium, versetzt mit 20 mM MgSQO,, ca. 3 h bei 37 °C inkubiert, bis eine Zelldichte von
0,4-0,6 ODgy erreicht ist. AnschlieRend wird die Kultur 5 min bei 2500 x g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet in 100 ml eiskaltem Transformations-Puffer 1 (TFB1) aufgenommen
und flir weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wird das Pellet in 10 ml
eiskaltem Transformations-Puffer 2 (TFB2) geldst und 30 min auf Eis inkubiert. Danach werden die
Bakterien in 1,5 ml Reaktionsgefallen aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -40 °C gelagert.

4.2.1.2 Kultivierung von E. coli DH5a und Top 10F

Die Kultivierung von E. coli DH5a und Top 10F erfolgt entweder auf Agar-Platten oder als
Ubernachtkultur in LB-Medium.

Bei der Herstellung der Kultiviermedien wird das Antibiotikum Ampicillin (3 pl Amp/ml Medium
(50 mg/ml Ausgangslosung)) hinzugefiigt. Da die nicht transfizierten E.coli Stamme keine
B-Lactamase Aktivitdat besitzen kdnnen sie in Anwesenheit von Ampicillin nicht wachsen. Die
Selektion der gewiinschten Klone erfolgt nun aufgrund einer Ampicillin-Resistenz, welche alle

verwendeten Plasmide mitbringen.

4.2.1.3 Ubernachtkultur im kleinen MaRstab

Fir die Ubernachtkultur im kleinen MaRstab werden 5 ml LB-Medium mit Ampicillin versetzt. Mit
einer Pipettenspitze wird eine Einzelkolonie von einer Agar-Platte gepickt und in das Medium
Uberfuhrt. Die Bakterien werden anschlieBend auf einem Schittelinkubator bei 37°C und einer

Schittelfrequenz von 170 rpm {ber Nacht inkubiert.

4.2.1.4 Ubernachtkultur im groBen MaRstab

Fir die Ubernachtkultur im groRen MaRstab werden 250 ml LB-Medium mit Ampicillin und einem
1/10000 einer Ubernachtkultur im kleinen MaRstab (Kapitel 4.2.1.3) versetzt. Die Bakterien werden
anschlieRend auf einem Schiittelinkubator bei 37 °C und einer Schittelfrequenz von 170 rpm (iber

Nacht inkubiert.



4.2.1.5 Transformation von Plasmiden in chemisch-kompetente Bakterien

Die Transformation dient zur schnellen und effizienten Vermehrung gewilinschter Plasmid-DNA in
Bakterienzellen.

Die chemisch-kompetenten Bakterienzellen werden fir 10 min auf Eis aufgetaut. Zu 100 ul
Bakterienzellen wird 5 pl Plasmid-DNA pipettiert und gemischt. Als Positivkontrolle dient ein 100 pl
Ansatz mit 25 pg pUC18-Plasmid. Die Ansatze werden fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
erfolgt ein Hitzeschock fiir 2 min bei 42 °C und eine 2 min Inkubation auf Eis. Damit sich die Bakterien
von diesem Stress erholen kdnnen, werden 900 ul LB-Medium zu den Ansdtzen gegeben und diese
fir 1 h bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. Danach erfolgt eine 2 min Zentrifugation bei 1500 x g,
wonach 80 % des Mediums verworfen werden. Das Pellet wird in den restlichen 20 % Medium
resuspendiert und auf Selektiv-Agar-Platten ausgestrichen. Diese werden dann bei 37°C Gber Nacht

inkubiert.

4.2.2 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte mit eukaryotischen Zellen werden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Vor
dem Gebrauch werden alle Losungen auf 37 °C erwdrmt und jeder Gegenstand mit 70 % Ethanol
desinfiziert. Fiir das Arbeiten werden nur sterile Pipetten und Pipettenspitzen, sterile Puffer und

Medien verwendet.

4.2.2.1 Auftauen eukaryotischer Zellen

Die in Flussigstickstoff eingefrorenen Zellen werden nach dem Auftauen bei 37 °C im Wasserbad in
eine 25 cm? Kulturflasche mit vorgewdrmten Zellkulturmedium (DMEM, 10 % FBS und 1 % Antibiotika
(Penicillin/Streptomycin; 10,000 U/ml)) Gberfiihrt und inkubiert (37 °C, 5 % CO,). Nach ca. 5 h erfolgt

ein Medium-Wechsel, um abgestorbene Zellen und das toxische DMSO zu entfernen.

4.2.2.2 Einfrieren eukaryotischer Zellen

Zum Einfrieren werden Zellen einer moglichst frihen Passage verwendet. Sind diese zu 80 %
konfluent, werden sie mit PBS gewaschen, mit 1 x Trypsin-EDTA trypsiniert und in Zellkulturmedium
aufgenommen. Die Zellsuspension wird in ein steriles Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min bei
550 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 1/5 Volumen eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen in
Kryo-Roéhrchen aliquotiert und zunachst i.N. in einem Isopropanoltank bei -80 °C gelagert, bevor sie

in einen Stickstofftank Uberfiihrt werden. So kénnen sie bis zu mehreren Jahren aufbewahrt werden.



4.2.2.3 Kultivierung adharenter eukaryotischer Zellen

Nach dem Auftauen werden die Zellen fiir den weiteren Gebrauch fortwahrend in Zellkulturflaschen
bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Als Medium wird Zellkulturmedium verwendet. Erreichen die Zellen

eine Konfluenz von 80-90 %, werden sie passagiert oder fiir Versuche entsprechend ausgesat.

4.2.2.4 Passagieren und Aussaen adhdrenter eukaryotischer Zellen

Um ein konstantes Wachstum der Zellen zu gewahrleisten und somit ein Absterben zu verhindern,
werden die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % auf neue Zellkulturflaschen, Platten oder Schalen
passagiert. Dazu wird das alte Medium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
1 x Trypsin-EDTA (fur 75 cm? 3 ml, fir 175 cm? 7 ml) solange im Brutschrank inkubiert, bis sie sich
vollstdandig von dem Flaschenboden gelést haben. AnschlieBend werden sie in frischem
Zellkulturmedium (fur 75 cm? 7 ml, fir 175 cm? 13 ml) aufgenommen und in gewinschter
Verdinnung auf neue Zellkulturgefaile mit vorgelegtem Zellkulturmedium aufgeteilt. Fir
experimentelle Zwecke werden die Zellen zunachst in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt, wodurch

das Aussaen einer bestimmten Zellanzahl ermdglicht wird.

4.2.2.5 Zahlen eukaryotischer Zellen

Um die genaue Anzahl eukaryotischer Zellen in einer Zellsuspension zu ermitteln, werden diese in
einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zahlkammer hat eine Tiefe von 0,1 mm und ist in Quadrate
verschiedener GroRe unterteilt. Fir die durchgefiihrten Experimente werden die vier duBeren
Quadrate mit 1 mm® (unterteilt in 4 x 4 Quadrate) gezihlt und aus den Werten ein Mittelwert

gebildet. Dieser wird mit 10* multipliziert um die Zellzahl pro ml zu erhalten.

Abbildung 4.1: Neubauer-Zdahlkammer

Die Zahlkammer hat eine Tiefe von 0,1 mm und ist in Quadrate verschiedener

GroRe unterteilt. Die vier dueren Quadrate (mit je einem Volumen von 0,1 pl)

werden gezahlt. Der Mittelwert wird mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro ml

zu erhalten.

(©LO Labor Optik)




4.2.2.6 Transfektion eukaryotischer Zellen

4.2.2.6.1 Lipofectamine 2000

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) enthalt Lipidpartikel, welche mit der zu transfizierenden RNA
Komplexe bilden und so von den Zellen lGber Endozytose aufgenommen werden kénnen. Diese
Transfektionsmethode eignet sich besonders gut fiir das Transfizieren von Zellen mit kleinen
RNA-Molekilen und wird in dieser Arbeit bei der co-IP (Kapitel 4.2.4.1) eingesetzt.

Es werden zunachst zwei separate Proben vorbereitet. Eine Probe enthalt das zu transfizierende
RNA/miR-Gemisch und die andere 1:3 Lipofectamine 2000 (ug RNA: ul Lipofectamine 2000), wobei
beides in 500 ul DMEM ohne Zusatze gel6dst wird. Nach einer 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) werden die beiden Proben gemischt und fiir weitere 20 min inkubiert. In dieser Zeit werden die
am Vortag in 9 cm Zellkulturschalen ausgesaten Zellen mit PBS gewaschen und 4 ml frisches DMEM
dazugegeben. AbschlieBend wird der 1 ml Transfektionsansatz zu den Zellen hinzugefiigt und diese

bei 37 °Cund 5 % CO, fiir 6 h in den Brutschrank gestellt.

4.2.2.6.2 Elektroporation

Die Elektroporation wird fir die Transfektion von Zellen des Luciferase-Experiments benutzt.

Hierzu werden Zellen mit 4 ml 1 x Trypsin-EDTA vom Boden der Zellkulturflasche gel6st und in 5 ml
Zellkulturmedium aufgenommen. In einem ReaktionsgefalR werden 10 ul der Zellsuspension 1:1 mit
Trypanblau gemischt und in der Neubauer-Zahlkammer gezadhlt (Kapitel 4.2.2.5). Die auf eine
Konzentration von 4 x 10° Zellen/Schale eingestellte Suspension wird fiir 5 min bei 200 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit der gleichen Menge PBS gewaschen. Nach
einer weiteren Zentrifugation wird das Pellet in einer bestimmten Menge Zytomix (je nach Anzahl der
Proben) gel6st. Je 400 pul dieser Zellsuspension werden mit der Nukleinsdure gemischt und in eine
Elektroporationskivette (4 mm Durchmesser) Gberfiihrt. Die Elektroporation erfolgt in einer 4 mm
Kivette mit einem StromstoR von 240 V fir 20 ms. Der Elektroporationsansatz wird in ein 15 ml
Falcon-R6hrchen mit 12 ml DMEM pipettiert und vollstandig gelost. Von diesem Ansatz werden 2 ml

in eine Vertiefung einer 6-well Platte gegeben und die Platten im Brutschrank 6 h inkubiert.

4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 Plasmidisolierung aus E. coli Zellen (Mini-bzw. Maxipraparationen)

Fir die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen werden zunichst Ubernachtkulturen, 5 ml

im kleinen MaRstab (Kapitel 4.2.1.3) oder 250 ml im grofRen Malstab (Kapitel 4.2.1.4), mit Ampicillin



versetztem LB-Medium angesetzt. Anschlieend werden diese mit den Kits ,Genelet Plasmid
Miniprep/Maxiprep Kit“ nach dem Prinzip der alkalischen Lyse und nach Angaben des Herstellers

extrahiert.

4.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.2.3.2.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode, um
spezifische Bereiche eines DNA-Abschnitts in vitro zu amplifizieren. Fir die PCRs werden die

|II

Thermocycler , TProfessional” und ,, T1Thermocycler” von Biometra verwendet.

Tabelle 4.1: Standard-PCR Programm

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)

Initiale Denaturierung 94 5:00

Denaturierung 94 1:00

Hybridisierung der Primer nach Primer T,, 0:30 30 Zyklen
Elongation 68 1:00 pro kb

Finale Elongation 68 5:00

In einem Standard-Reaktionsansatz werden folgende Komponenten gemischt:

Tabelle 4.2: Standard-PCR Reaktionsansatz

Bestandteile Endkonzentration
OneTaq Polymerase 0,625 U

OneTaq Polymerase Puffer 1x

dNTPs 0,25 mM

forward Primer 0,25 pmol/ul
reverse Primer 0,25 pmol/ul

DNA Template 25 ng/ul

ddH,0 X

Volumen 100 pl



4.2.3.2.2 Invitro-Mutagenese-PCR

Die in vitro-Mutagenese wird verwendet, um Uber spezifische Primer Punktmutationen, Deletionen
oder Insertionen in die Plasmid-DNA einzufligen. Diese Methode basiert auf dem ,QuickChange

IM

mutagenesis protocol” von Stratagene.

Die Mutagenese beruht auf der Durchfiihrung einer PCR mit zwei komplementadren Primern, welche
beide die gewiinschte Mutation enthalten. Dabei sollten die Primer eine Lange von
25-45 Nukleotiden haben und eine Schmelztemperatur von (ber 78 °C. Die einzubringende
Mutation sollte in der Mitte der Primer liegen und von jeweils mindestens 10 korrekt paarenden
Nukleotiden flankiert sein.

In der ersten Amplifikationsrunde paaren die Primer an die Plasmid-DNA unter Ausbildung einer
Schleife an der Stelle, an der sich die Mutation befindet. Dadurch kommt es zur Synthese des
mutierten DNA-Strangs. In den nachsten PCR Runden wird der neue Strang exponentiell amplifiziert.
Anschliefend wird der Ansatz mit der Endonuklease Dpnl fiir 2 h bei 37 °C verdaut.

Dpnl erkennt spezifisch methylierte DNA, weshalb es verwendet wird, um den parenteralen, aus
E. coli isolierten und somit durch die Dam-Methylase methylierten DNA-Strang abzubauen,
wohingegen die neu synthetisierten DNA-Strange nicht methyliert vorliegen und somit nicht
abgebaut werden.

Ein Teil sowohl des verdauten als auch unverdauten PCR-Produkts wird auf ein Agarosegel
aufgetragen, um anhand des spezifischen Bandenmusters eine erfolgreiche PCR nachzuweisen. Die

mutierte DNA wird in DH5a transformiert (Kapitel 4.2.1.5).

Tabelle 4.3: Mutagenese-PCR Programm

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)

Initiale Denaturierung 99 3:00

Pause fiir Polymerasezugabe 90 2:00

Denaturierung 1 92 0:30

Hybridisierung Primer 1 nach Primer T, 0:45 10 Zyklen
Elongation 1 68 2:00 pro kb

Denaturierung 2 92 0:30

Hybridisierung Primer 2 nach Primer T, 0:45 20 Zyklen
Elongation 2 72 1:00 pro kb

Finale Elongation 72 10:00



4.2.3.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wird angewendet, um sowohl DNA- als auch RNA-Molekiile, welche aufgrund
ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats eine negative Ladung aufweisen, in einem elektrischen Feld ihrer
GroRe nach aufzutrennen. Dabei wandern groBere Fragmente langsamer durch die Gelmatrix als
kleinere. Durch das Mitfiihren eines Standards kann sowohl die Gr6Re der Fragmente als auch die

Konzentration abgeschatzt werden.

4.2.3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente werden 1-3 % Agarosegele in den dafir
vorgesehenen Gelapparaturen gegossen. Die Agarose wird dazu in 1 x TAE Puffer gel6st, welcher
anschlielend auch als Laufpuffer verwendet wird. Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel werden
diese 6:1 mit DNA Loading Dye versetzt, um die Dichte zu erhéhen und damit ein Absinken in die
Geltasche zu ermoglichen. AuRerdem kann durch die im Loading Dye enthaltenen Farbstoffe,
Bromphenoblau (300 bp) und Xylencyanol (4 kb), die Lauffront beobachtet werden und somit je nach
GroRe der Fragment der Vorgang gestoppt werden. Die angelegte Spannung betrdgt 100-140 V bei
einer Dauer von 45-90 min. Durch die Inkubation des Gels in Ethidiumbromid (1:10000), welches in
Nukleinsduen interkaliert und dann stark fluoresziert, konnen die Banden unter UV-Licht sichtbar

gemacht werden.

4.2.3.3.2 Reinigung von DNA bzw. RNA liber préaparative Agarosegele

Die Reinigung von DNA bzw. RNA aus einem praparativem Agarosegel wird verwendet, um
DNA- bzw. RNA-Fragmente definierter GroRe und Vektoren nach einem Restriktionsverdau
(Kapitel 4.2.3.10) oder PCR-Fragmente (Kapitel 4.2.3.2) zu isolieren und zu reinigen. Die
Elektrophorese erfolgt wie unter Kapitel 4.2.3.3 beschrieben, allerdings wird nach der
Ethidiumbromid-Farbung das Gel auf eine Glasplatte gelegt und unter UV-Licht die entsprechende
Bande mit einem Skalpell ziigig ausgeschnitten. Die DNA- bzw. RNA-Reinigung erfolgt mit dem Kit

,Genelet Gel Extraction Kit” (Thermo Scientific).

4.2.3.3.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um eine Aussage Uber die Qualitat von radioaktiv-markierter RNA nach in vitro-Transkription treffen

zu kdnnen, wird eine denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt, welche ebenso



dazu dient, den Einbau radioaktiv-markierter Nukleotide abzuschatzen und die Proben nach erfolgter

co-IP (Kapitel 4.2.4.1) aufzutrennen.

Tabelle 4.4: Zusammensetzung eines denaturierenden Polyacrylamidgels

Bestandteile Endkonzentration
TBE 1x

Polyacrylamid 6 %

Harnstoff 7™M
Ammoniumpersulfat (APS) 0,1 % (w/v)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,1% (v/v)

Die RNA wird mit denaturierendem RNA Probenpuffer (FA-Puffer) 1:3 gemischt und auf ein 6 %
Polyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt in 1 x TBE-Puffer bei
100-120 V. Bei der in vitro-Transkription wird die Spannung gestoppt sobald die Bromphenolblau
Bande die Mitte des Gels erreicht hat. Dies gewahrleistet, dass sich die freien radioaktiv-markierten
Nukleotide noch im Gel befinden und zur Abschatzung des Einbaus herangezogen werden kdnnen.
Das Gel mit den co-IP-Proben und der Input-Kontrolle lauft bis die Xylencyanol Band den unteren
Rand der Gelapparatur erreicht hat. AnschlieBend wird das Gel mit Frischhaltefolie bedeckt und die
RNA mittels Autoradiographie nachgewiesen.

Um die Proben fiir eine langere Expositionsdauer zu fixieren, wie es bei den co-IP-Proben nétig ist,
werden die Gele auf Filterpapier Uberfihrt, fir 15 min mit einer Fixierlésung (7,5 % Essigsaure und
5% Ethanol) inkubiert, das Gel 2 x 10 min mit Wasser gespiilt und fiir 2 h bei 80 °C auf einem

Geltrockner getrocknet. Die Auswertung erfolgt mit einem Phosphoimager.

4.2.3.4 Konzentrationsbestimmung mittels Qubit®

Die Konzentrationsbestimmung der DNA/RNA erfolgt mittels eines Qubit® Fluorometers. Der
verwendete, nach den Herstellerangaben fiir DNA und RNA spezifische Fluoreszenzfarbstoff emittiert
nur dann Licht, wenn er an sein Zielmolekil gebunden vorliegt, womit die Konzentration proportional
zum gemessenen Licht ist.

Die Messungen erfolgten nach Herstellerangaben.



4.2.3.5 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Mutation wird die Plasmid-DNA nach Reinigung sequenziert.
Dazu werden 100 ng Plasmid-DNA in einem 1,5 ml ReaktionsgefaRR mit ddH,0 auf 12 ul aufgefullt.

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip von Sanger [177] und wird bei der Firma SeqlLab
durchgefiihrt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgt mit Hilfe des BioEdit-Programms. Die
Ubereinstimmung der einzelnen Basen mit der Sequenz erfolgt iber ein Alignment an die, in

CloneManager erstellten Plasmidsequenzen.

4.2.3.6 Proteinase K-Verdau

Der Proteinase K-Verdau dient zur Entfernung von DNA-bindenden-Proteinen und RNasen aus einer
Nukleinsdurelésung. Daher wird die Template-DNA fir die in vitro-Transkription vor Gebrauch mit
250 pl Proteinase K-Puffer und 8 U Proteinase K fiir 15 min bei 65 °C inkubiert.

AnschlieBend wird eine Phenol/Chloroform-Extraktion (Kapitel 4.2.3.7) und Ethanol-Préazipitation
(Kapitel 4.2.3.8) durchgefihrt.

4.2.3.7 Phenol-Chloroform-Extraktion

Diese Methode dient dazu, unerwiinschte Proteinbestandteile aus einer Nukleinsdurelésung zu
entfernen. Durch die Zugabe von 1 Vol. Phenol und anschliefendem Vortexen werden Proteine
denaturiert und befinden sich nach anschlieRender 2 min Zentrifugation in der unteren organischen
Phase, wahrend die DNA oder RNA in der oberen wassrigen Phase gelost vorliegt. Diese Phase wird in
ein ReaktionsgefaR berfihrt und mit einem Vol. 1:1 Phenol/Chloroform gemischt. Es folgt ein
weiterer Zentrifugationsschritt fir 2 min, und die obere Phase wird erneut mit 1 Vol. Chloroform
gevortext und fiir 2 min zentrifugiert. Die in der oberen Phase enthaltene Nukleinsaure wird mit Hilfe

von Ethanol gefillt (Kapitel 4.2.3.8).

4.2.3.8 Ethanol-Prazipitation

Die Prazipitation dient zur Aufkonzentrierung und Reinigung von Nukleinsaurelésungen.

Die Proben werden mit dem 2,5 x Vol. 99 % Ethanol und 1/10 Vol. 3 M Natriumacetatlésung gemischt
und bei -20 °C liber Nacht prazipitiert. Nach der Inkubation werden die Proben bei 4 °C fir 30 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und verworfen. Das DNA-Pellet wird zweimal mit
70 % Ethanol gewaschen und bei 39 °C im Heizblock getrocknet. Anschlieend wird das Pellet in

einem geeigneten Volumen ddH,0 resuspendiert.



4.2.3.9 DNase I-Verdau

Zur Entfernung der DNA aus einem in vitro-Transkriptionsansatz werden 12 U DNase | und die
entsprechende Menge DNase | Puffer (10 x) zum Ansatz hinzugegeben und fir 60 min bei 37 °C

inkubiert.

4.2.3.10 Restriktionsverdau

Bei dem Restriktionsverdau werden Plasmide oder PCR-Produkte mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen an spezifischen Stellen gespalten. Durch diese Spaltung entstehen
passende Enden von DNA-Fragmenten und Vektoren, so dass diese in einem Ligationsansatz
(Kapitel 4.2.3.11) zusammengefligt werden oder bei einer in vitro-Transkription (Kapitel 4.2.3.13)
eingesetzt werden kdénnen.

Des Weiteren kann ein Restriktionsverdau herangezogen werden, um nach einer Ligation

(Kapitel 4.2.3.11) den Erfolg dieser zu bestatigen.

4.2.3.11 Ligation von DNA-Molekiilen

Flr die Ligation von gereinigten DNA-Molekilen (Insert) in einen Vektor wird die Bakteriophagen
T4-DNA-Ligase verwendet. Ein 20 ul Ligationsansatz enthalt 25 ng des Vektors. Die Menge an

bendtigtem Insert wird wie folgt berechnet:

4 x (Menge an Vektor (ng) x Lange des Inserts (bp))

enge an Insert (ng) Lange des Vektors (bp)

Des Weiteren enthalt der Ligationsansatz 400 U der T4-DNA-Ligase und 1 x Ligase-Reaktionspuffer.
Die Ligation erfolgt bei 16 °C tiber Nacht. Am darauf folgenden Tag wird die T4-DNA-Ligase bei 65 °C
flr 10 min hitzeinaktiviert, bevor der Ligationsansatz in Bakterienzellen transformiert (Kapitel 4.2.1.5)

wird.

4.2.3.12 Dephosphorylierung von Plasmiden

Zur Verhinderung einer Riickligation des linearisierten Plasmids wird das Fragment mit 50 U Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) behandelt, was zu einer Dephosphorylierung der 5-Enden fihrt. Die
Inkubation betragt 30 min bei 37 °C, und die anschlieRende Inaktivierung der SAP wird fir 15 min bei

65 °C vorgenommen.



4.2.3.13 In vitro-Transkription

Die Synthese von RNA erfolgt von PCR-Produkten (Kapitel 4.2.3.2) oder von Vektoren, welche durch
einen Restriktionsverdau (Kapitel 4.2.3.10) linearisiert wurden. Diese DNA-Templates enthalten den

flr die Transkription erforderlichen T7-Promotor.

Tabelle 4.5: Standard-Transkriptionsansatz

Bestandteile Endkonzentration
Transkriptionspuffer 1x

DTT 10 mM

rNTPs 0,5 mM
DNA-Template variabel
T7-RNA-Polymerase 0,1 U/ul

Der Ansatz wird fiir 90 min bei 37 °C im Wasserbad (T7-Promotor) inkubiert. Die Qualitat der
entstandenen RNA wird auf einem Agarosegel kontrolliert (Kapitel 4.2.3.3.1) und die Menge mit dem

,Qubit-Fluorometer” (Kapitel 4.2.3.4) gemessen.

4.2.3.14 In vitro-Transkription radioaktiv-markierter RNA

Die fiur die Detektion von RNA-Protein-Komplexen verwendete RNA wird wahrend der Transkription
mit radioaktiv-markiertem [a->’P]-rUTP Nukleotide markiert. In dieser Arbeit wurde fiir die Synthese
radioaktiv-markierter RNA ausschlielllich PCR-Produkt mit einem T7-Promotor als DNA-Template

verwendet.
Tabelle 4.6: Transkriptionsansatz radioaktiv-markierter RNA

Bestandteile Endkonzentration

Transkriptionspuffer
DTT

rNTPs (A, C, G)

ruTp

[a-**P]-rUTP
DNA-Template
T7-RNA-Polymerase

1x

10 mM

0,5 mM jeweils
variabel

0,5 mM
variabel

0,1 U/ul



4.2.3.15 RNA-Reinigung

Da einige Bestandteile der Transkription wie Enzyme, Reste von DNA und freie Nukleotide die
Folgereaktionen stéren kdnnen, wird die RNA vor dem weiteren Gebrauch mit dem Kit ,,Genelet RNA

Cleanup and Concentration Micro Kit“ nach Angaben des Herstellers gereinigt.

4.2.3.16 Synthese von RNA mit 5°-Cap-Nukleotide

Die Synthese des 5'-Cap und des 3’-Poly(A)-Schwanzes an eine RNA ist notwendig, um Reporter-RNAs
herzustellen, welche eukaryotischen mRNAs entsprechen. Dazu wird zunachst das Ausgangsplasmid
PGEM-4Z FLuc Poly-A, welches einen 3'-Poly(A)-Schwanz besitzt, mit Spel fiir 2 h bei 37 °C verdaut,
um ein definiertes 3’-Ende zu erhalten. AnschlieRend erfolgt eine Capping-Transkription, bei der eine
7-Methyl-Guanosin-Kappe an das 5-Ende der RNA angehadngt wird. Dabei wird in einer Standard
in vitro-Transkriptionsreaktion (Kapitel 4.2.3.13) die Konzentration des rGTP auf 2,5 mM
heruntergesetzt und ein Capping-Nukleotide (m’G5 ppp5°G) mit einer Endkonzentration von 500 uM
hinzugefiigt. Dabei wird das nicht methylierte G von der RNA-Polymerase als erstes Nukleotide in die
RNA eingebaut, so dass die resultierende RNA an ihrem 5°-Ende ein m’Gppp-Cap tragt. Nach
erfolgter Transkription wird ein DNase | Verdau (Kapitel 4.2.3.9) durchgefiihrt und anschlieSend die

Proben mit dem ,Genelet RNA Cleanup and Concentration Micro Kit” gereinigt.

4.2.3.17 Prédparation von duplex-microRNAs

Flr die Transfektion von eukaryotischen Zellen (Kapitel 4.2.2.6) werden doppelstrdangige microRNAs
bendtigt. Um diese Duplexe herzustellen, werden aquimolare Mengen einzelstrangiger, reifer
microRNA (miR mat) mit dem einzelstrangigen, komplementaren Gegenstrang (miR*) gemischt und
in einem Thermocycler hybridisiert. Die Hybridisierung beginnt bei 90 °C, dann wird die Temperatur
um 1 °C pro min gesenkt bis zu einer Temperatur von 4 °C. Danach werden die Proben bei -20 °C

gelagert.

4.2.4 Proteinbiochemische Methode

4.2.4.1 Argonaute-Protein spezifische RNA co-Immunoprazipitation (co-IP)

Die Methode wird angewendet, um die Interaktion von Proteinen der Argonaute (Ago2)-Familie mit
Teilen der HCV-RNA in An-und Abwesenheit von miR-122 zu untersuchen. Dazu werden
radioaktiv-markierte HCV-RNA Fragmente in Zellen transfomiert und Magnetpartikel mit

Ago2-Antikorpern versehen. Kommt es zu einer Interaktion zwischen der HCV-RNA und den



Ago2-Proteinen, kann mit Hilfe eines Magneten der Ago2/RNA-Komplex aus dem Zelllysat isoliert
werden und die Bindung nach einer PAA-Gelelektrophorese (Kapitel 4.2.3.3.3) mit dem
Phosphoimager detektiert werden.

Als erstes werden pro Ansatz 100 ul der Magnetpartikel mit 500 ul PBS gewaschen und anschlieRend
in 1000 pl PBS resuspendiert. Nach dem Waschen werden spezifische Antikorper zu den
Magnetpartikeln gegeben und diese bei 4 °C Gber Nacht auf einem Drehrad inkubiert, wobei der
Flag-Antikorper als Negativkontrolle verwendet wird, da das Flag-Epitop natirlicherweise nicht in der

Zelle vorkommt.

Tabelle 4.7: co-IP-Antikérper

Menge (ul) pro 100 pl

Antikorper Konzentration
Magnetpartikel

rat-anti-Ago2 clone 11A9 5ul 1,5 mg/ml

mouse-anti-FLAG 2 ul 3,8 mg/ml

Als nachstes werden 80-90 % konfluente Zellen in 9 cm Schalen jeweils mit 3 pug
radioaktiv-markierter RNA und 3 pug miR-122 oder miR-122 Mutanten transfiziert. 10 ul des HCV-RNA
Transkripts wird aliquotiert und dient spater als interner GréRenmarker. 6 h nach der Transfektion
werden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und fiir 30 min bei 4 °C mit 1 ml co-IP-Lysispuffer lysiert.
Anschlieend wird das Lysat in ein 2 ml ReaktionsgefaR Gberfiihrt und 30 min bei 4 °C und 17000 x g
zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen. In der Zwischenzeit werden die Magnetpartikel
einmal mit 1 ml co-IP-Waschpuffer gewaschen und danach in 500 ul PBS geldst. 10 % des Lysats wird
fr die Input-Kontrolle entnommen, die restlichen 90 % auf die Magnetpartikel gegeben und weitere
3 h bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach der Zeit werden die Magnetpartikel auf ein
magnetisches Rack gestellt, der Uberstand wird verworfen und die Magnetpartikel 4 x mit 1 ml
co-IP-Waschpuffer gewaschen, bevor sie in 1 ml PBS resuspendiert werden. Um die Effizienz der
Ago2- Bindung in einem Western Blot nachzuweisen, werden 10 % der L6sung entnommen, ehe das
PBS wieder entfernt wird. 250 pl Proteinase K Puffer und 10 pl Proteinase K wird zu den
Magnetpartikeln und der Input-Kontrolle gegeben und fir 15 min bei 65 °C auf einem
Schittelinkubator inkubiert. Die 10 pl Transkript werden mit 250 pl PBS aufgeflllt. Nach der
Inkubation werden den Magnetpartikeln, Input-Proben und dem Transkript 300 pl Phenol
zugegeben, gevortext und anschlieBend fiir 10 min bei 4 °C und 17000 x g zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wird in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR tberfihrt und mit 300 ul Chloroform gemischt,
bevor die Proben erneut fiir 10 min bei 4 °C und 17000 x g zentrifugiert werden. Die obere Phase

wird entnommen und die RNA mit Ethanol Gber Nacht prazipitiert (Kapitel 4.2.3.8).



Am nachsten Tag werden die co-IP-Proben in 30 ul und die Input-Proben bzw. Transkript in 100 pl
RNA-Probenpuffer gelést. Von den jeweiligen Proben werden jeweils 30 pl auf einem
denaturierenden Polyacrylamid Gel (Kapitel 4.2.3.3.3) analysiert. Es ist darauf zu achten, dass die
co-IP-Proben separat zu den Input-Proben aufzutragen und das Transkript vor Gebrauch 1:500

verdinnt wird.

4.2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wird verwendet, um Proteine ihrer GrolRe
nach aufzutrennen. Dazu werden Gele gegossen welche aus einem 5 % Sammelgel und einem 10 %

Trenngel bestehen. Die einzelnen Komponenten werden wie folgt zusammen pipettiert:

Tabelle 4.8: SDS-Polyacrylamidgel

Bestandteile Trenngel Sammelgel
10 % 5%

H,O 1,9 ml 2,8 ml

30 % Bisacryl (19:1) 1,7 ml 660 pl

1,5 M Tris-HCl pH 6,8 - 500 ul

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1,3ml -

SDS 10 % 50 pl 40 pl

APS 10 % 100 pl 40 pl

TEMED 10 pl 4l

Nach Zugabe von TEMED und APS beginnt die Polymerisation. Zunachst wird das Trenngel zwischen
die beiden Glasplatten gegossen und mit 60 % Isopropanol (berschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Trenngels wird das Isopropanol entfernt, das Sammelgel bis zum Rand
aufgetragen und der Kamm eingefligt. Nachdem das Gel auspolymerisiert ist, wird es in eine
Elektrophoresekammer eingespannt, welche mit 1 x SDS-Laufpuffer gefiillt ist. Die Proben werden
vor dem Auftragen 1:1 mit 2 x Lammli-Puffer versetzt und ebenso wie der Protein-Marker (PageRuler
Prestained Protein Ladder (NEB Bio Labs)) 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Elektrophorese wird mit
einer Spannung von 100 V gestartet. Nachdem die Proteinbande gescharft an der Grenze zum
Trenngel zu erkennen ist, wird die Spannung auf 120 V erhéht. Nach der Auftrennung der Proteine

wird ein Western Blot (Kapitel 4.2.4.3) durchgefihrt.



4.2.4.3 Western Blot

Der Western Blot wird verwendet, um spezifische Proteine (iber Antikérper-Bindung nachzuweisen.
Zunachst bindet der primare Antikorper an das zu identifizierende Protein. Der sekundare Antikorper
ist kovalent mit einer Peroxidase gekoppelt und bindet anschliefend spezifisch an den Fc-Teil des
primaren Antikorpers. Die Peroxidase oxidiert dann das zur Detektion verwendete Substrat wodurch
eine Chemilumineszenz-Reaktion ausgeldst wird, welche mit X-Ray Filmen sichtbar gemacht werden
kann.

Zunachst werden die Protein Uiber ein SDS-Gel (Kapitel 4.2.4.2) aufgetrennt und anschlielend mittels
halbtrockenem (engl. semi-dry) Elektrotransfer auf eine Polyvinylidenfluoride (PVDF) Membran
Ubertragen. Vor Gebrauch wird die ca. 9 x 6 cm grolle PVDF Membran 1 min in 100 % Methanol
aktiviert. Der Aufbau fiir den Elektrotransfer setzt sich zusammen aus: drei Whatman Filterpapieren
getrankt in Anoden-Puffer |, sowie drei Whatman Filterpapieren getrankt in Anoden-Puffer II, der
Membran, dem SDS-Gel und abschlieend drei Whatman Filterpapieren getrankt in Kathoden-Puffer.
Der Transfer erfolgt bei 43 mA pro Membran fiir 90 min. Anschliefend wird die Membran in TBST mit
10 % Trockenmilchpulver (Blockierungslosung) unter stindigem Schiitteln bei 4 °C Uber Nacht
geblockt.

Am néachsten Tag wird die Blockierungslosung verworfen und die Membran 1 h bei RT unter
konstantem Schitteln mit dem priméren Antikérper (1: 50 verdiinnt) in der Blockierungslosung
inkubiert. Danach wird die Membran 3 x 10 min mit TBST gewaschen und fiir eine weitere Stunde mit
dem sekundaren Antikdrper 1:20000 verdiinnt in der Blockierungslosung inkubiert. Zum Schluss wird
die Membran 3 x 10 min mit TBST und weitere 2 x 10 min mit TBS gewaschen. Das ,SuperSignal West
Femto Chemiluminescent Substrat“ von Pierce wird nach Herstellerangaben auf die Membran
gegeben und nach 5 min Inkubation kann die Chemilumineszenz mit einem X-Ray Film detektiert

werden.

4.2.4.4 Nachweis der Translationseffizienz (Luciferase-Assay)

Um den Einfluss der miR-122 auf die Translationseffizienz von RNA-Reporter-Konstrukten
nachzuweisen, wird ein Luciferase-Assay durchgefiihrt, welcher auf dem Prinzip der Oxidation von
D-Luziferin durch die Firefly-Luciferase bzw. von Coelenterazin durch die Renilla-Luciferase beruht.

Durch diese Oxidation kommt es zu einer Emission von Licht, welches bei einer Wellenldnge von
560 nm in einem Luminometer detektiert werden kann. Die Intensitdt des gemessenen Lichts ist
direkt proportional zu der Anzahl gebildeter Luciferase-Molekiile und somit ein MaR fiir die

Translationseffizienz der entsprechenden RNA-Reporter-Konstrukte.



Fir die Durchfihrung werden 4 pug HCV-RNA-Reporter-Konstrukten, 1 pug Cap-FLuc-Konstrukte und
3 ug bestimmten miR-122-Varianten gemischt, anschlieBend durch Elektroporation in Hela-Zellen
transfiziert (Kapitel 4.2.2.6.2) und fiir 6 h in 6-well Platten inkubiert. Nach der Zeit werden die Zellen
einmal mit 1 ml PBS gewaschen und dann fiir 15 min mit 500 ul Lysepuffer lysiert. Das Lysat wird in
2 ml ReaktionsgefaRe lberfiihrt und bis zur Messung bei -20 °C gelagert.

Far die Luciferase-Messung wird das ,,Renilla-Jucie Luciferase Assay Firefly” Kit der Fa. PJK verwendet
sowie 90 ul des Zelllysates. Um die Messung anschlieBend normalisieren zu kénnen wird jede Probe

zuséatzlich mit dem , Beetle-Jucie Luciferase Assay Firefly” Kit gemessen.
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6 Anhang

6.1 Alignments

6.1.1 Sequenz-Alignment miR-122-Bindungsstelle 5B.2

Auf der nachsten Seite ist die miR-122 und die konservierte miR-122-Bindungsstelle 5B.2 in
106 HCV-NS5B-Sequenzen dargestellt [48]

Die miR-122-seed-target-Sequenz (nt 2-8) und die supplemental-Region (nt 18-21) sind grau
markiert. Die miR-122-Sequenz ist oberhalb des Alignments dargestellt. Die Liicken wurden
eingefiigt, um eine optimale Ubereinstimmung der Sequenzen zu erhalten. HCV-Genotypen und die
NCBI Referenznummer sind links angegeben. Ebenso die Nukleotidnummer an deren Stelle die
dargestellte Sequenz im HCV-Genom beginnt und endet. Die seed-target-Sequenz der miR-122 ist in
99 der 106 Isolate konserviert und die supplemental-Region in allen Isolaten. Unter den Sequenzen

ist ein Histogramm abgebildet, welches die Konservierung jeder einzelnen Base anzeigt.
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JFH1

supplemental- seed-

Region Sequenz
miR-122 3'-G UGGUAACAG U-5°*
jiijile] UGUGAGG
8776 UCGCGCGGGCCGL CAGCAAGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACA 8835
8776 UCGCGAGAGCCGE AGCAAGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACA 8835
8773 JUGCGCGGGCUGE CAGCUAGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACA 832
8776 UCGCGCGGGCUGCGUGGGAGACAGCUAGGCACACUCC - - AGUCAACUCCUGGCUAGGCAACA 8835
8776 UCGCGCGUGCCGCL AGCAAGACACACUCC - - AGUGAACUCCUGGCUAGGCAACA 8835
8776 UCGCGCGUGCCGCUUGGGAAACAGCAAGACACACUCC - - AGUGAACUCCUGGCUAGGCAACA 8835
8787 UCGCGCGCGCUGC ACAGCUAGACACACUCC - - AAUCAACUCCUGGCUUGGCAACA 8846
8760 UCGCGCGCGCUGE ACAGCUAGACACACUCC - - UGUUAACUCCUGGCUUGGCAACA 8819
8779 UCGCGCGAGCCGC AACAGCAAGACACACUCC - - AGUGAACUCCUGGCUGGGCAACA 8838

877% UCGCGCGAGCCGCGUGGGAAACAGCAAGACACACUCC - - AGUAAACUCCUGGCUAGGCAACA sa3s
8795 UCGCGCGAGCCGCGUGGGAGACAGCAAGACACACUCC - - AGUUAACUCCUGGCUAGGCAACA 8854
8841 UCGCCCGGGCUGCCUGGGAAACAGUUAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGARACA 8900
8841 UCGCCCGGGCUGCCUGGGAAACAGUUAG - - ACACUCCCCUAUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 8900
8842 UCACCCGAGCUGCUUGGGAAACAGUAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCUUGGCUGGGCAACA 8901
8842 JCACCCGAGCUGCUUGGGAAACAGUAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCUUGGCUGGGCAACA 8901

8853 UCGCCAGGGCUGCC “AGCAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 8912
8764 UCGCCAGGGCAGCL “AGCAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGUUGGGCAACA 8823
8841 UCGCCAGGGCCGCS CAGCACG- - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGARACA 8900

9057 UCGCCAGGGCUGCCUGGGAAACAGUGAA - - GCACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 9116
8806 UGGCCCGGGCUGCUUGGGAAACUGCUCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8865
8806 JAGCCCGGGCUGCUUGGGAAACUGCUCGACACACUCC - - CGUGAAUUCCUGGUUGGGCAACA 865
8811 UCGCCAGGGCUGCCUGGGAGACCGCAAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGARACA 8870
8841 UUGCCAGAGCAGCCUGGGAAACUGCAAA - - GCACUCCCCCGUCAAUUCAUGGUUGGGAAAUA 8900
761 UCGCCAGAGCAGCCUGGGAARCUGUAAA - - GCACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 8820
8842 UCGCCAGGGCUGCCUGGGAGACAGCUAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 8301
8841 JUGCCAGGGCUGCCUGGGAAACAGUCAG - - ACACUCUCCUGUCAAUUCAUGGCUUGGGAACA 8300
8844 UAGCCAGGGCUGCCUGGGAAACAGCUAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGUUGGGAAACA 8303
8768 JUGCCAGGGCUGCCUGGGAAACAGCUAG - - ACACUCCCCCGUCAAUUCAUGGUUGGGARAUA 8825
8814 UCGCCAGGGCUGC( CAGUCAG - - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGAAACA 5873
8814 UCGCCAGGGCUGCC AGUCAG- - ACACUCCCCUGUCAAUUCAUGGCUGGGARACA 8573
8804 UGGCCCGUGCGGCUUGGGAAACAGCUCGUCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGCAACA 8863
8804 UGGCCCGCGCGGCUUGGGAAACAGCUCGUCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGUAACA 863
8810 JAGCCCGUGCGGCUUGGGAGACUGCUCGCCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGAMAUA ss69
8813 UGGCCCGAGCUGCUUGGGAAACCGCACGCCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGUAACA 8872
8732 UGGCCCGUGCGGCUUGGGAAACAGCACGUCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGAAACA 8791
8798 JUGCCCGUGCUGCGUGGGAAACAGCUAGACACACUCC - - GGUGAAUUCCUGGCUUGGCAACA s857
8804 UCGCCCGCGCGGC CCGCCAGACACACACC - - AGUCAACUCUUGGUUGGGCAACA 8863
8805 UCGCCCGUGCGGCCUGGGAGACUGCUCGCCACACUCC - - GGUAAACUCCUGGUUGGGGAACA ssss
2805 UGGCCCGUGCGGCUUGGGAGACUGCUCGCCACACUCE - - GGUARACUCCUGGUUGGGGAACA 886t
8798 UGGCCCGCGCGGCL UGCCCGCCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGAAAUA 8857
8798 JAGCCCGCGCGEC( UGCUCGCCACACUCC - - AGUUAACUCCUGGUUGGGAMAUA sas7
8767 UGGCGCGAGCCGCAUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGARACA e826
8705 UGGCGCGAGCUGUAUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGAAACA 876t
8625 UGGCUAGAGCCGCGUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUGAACUCCUGGUUGGGGAACA 868t
#8775 UCGCGCGGGCUGCUUGGGAAACAGUACGACACACUCC - - GGUUAACUCCUGGCUGGGUAACA s834
8808 UGGCGCGAGCUGCGUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGARACA s867
8693 UGGCACGGGCUGCCUGGGAGACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGCUUGGGAACA 8758
8760 UGGCACGGGCUGCCUGGGAGACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAACUCUUGGCUUGGGAACA 8819
8704 UCGCCAGAGCUGCGUGGGAGACAGCCAGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGAMACA 8763
8706 UCGCCAGAGCCGC AACAGCCAGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGAAACA 8765
8767 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8826
8686 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACUGUCCGACACACUCC - - AGUUAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8745
8776 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACAGUGCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGAAAUA 8835
8698 UGGCACGAGCCGCCUGGGAAACAGUGCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGAAAUA 8757
8689 UGGCACGGGCUGCUUGGGAGACAGUCAGACACACUCC - - GGUAAAUUCCUGGCUAGGGAACA 8748
8760 UGGCACGGGCCGCUUGGGAGACAGUCAGACACACUCC - - GGUAAAUUCCUGGCUAGGGAACA 8819
8682 UGGCACGUGCUGCCUGGGAGACAGUUCGCCACACUCC - - AGUCAAUUCUUGGCUAGGGAACA 8741
8761 UGGCACGUGCUGCC AGUUCGCCACACUCC - - AGUCAAUUCUUGGCUAGGGAACA 8820
8685 UGGCACGAGCAGCCUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGUAAUA 8744
8766 UGGCUCGAGCAGCCUGGGAGACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGUAACA 8825
8758 UGGCACGAGCUGCCUGGGAAACAGUCCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGCAACA 8817
8668 UGGCACGAGCUGCCUGGGAAACAGUCCGACACACUCC - - GGUCAAUUCCUGGUUGGGCAACA 8727
8773 UGGCACGUGCUGCCUGGGAGACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUAGGGAACA 8832
8763 UGGCGAGAGCCEC “AGCCCGCCACACUCC - - AGUGAAUUCCUGGCUAGGGAACA 8822
8763 UGGCGAGAGCCGCAUGGGAGACAGCCCGACACACUCC - - AGUAAACUCCUGGCUGGGGAACA 8822
8775 UGGCCAGAGCCGCCUGGGAGACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGUAACA ss34
8700 UGGCCAGAGCUGCCUGGGAGACAGCUCGACACACUCC - - AGUCAAUUCCUGGUUGGGGAACA 8759
8696 UGGCUCGCGCUGCCUGGGAAACAGUCCGACACACUCC - - AGUUAAUUCUUGGCUAGGGAACA 8755
8682 UGGCUCGCGCCGCUUGGGAAACAGUUCGACACACUCC - - AGUUAAUUCUUGGCUAGGGAACA 8741
8723 UUGCGAAGGCUGCGUGGGAAACUGCCAA - - ACACUCCCCGGUUAAUUCCUGGCUAGGGAACA 8782

8690 UUGCGAGGGCCG UGCUAA - - ACACUCCCCAGUUAACUCCUGGUUGGGGAACA 8749
8754 UUGCGCGGGCCGCL AGCCCGCCACACUCC - - AGUCAAUUCGUGGUUGGGCAACA 8813
8760 UAGCGCGGGCCGCCUGGGAGACAGCCCGCCACACUCC - - AGUCAAUUCGUGGCUGGGCAACA 8819
8801 JUGCGCGAGCUGCL CAGCUCGCCAUACCCC - - UGUCAAUUCGUGGUUGGGCAACA ss60

8801 JUGCGCGAGCUGCUUGGGAGACAGCUCGCCAUACCCC - - UGUCAAUUCGUGGUUGGGCAACA 860
8786 UCUCACGAGCUGCUUGGGAAACAGCUCGCCACACUCC - - AGUUAACUCAUGGUUGGGCAACA 8845
8779 UGUCUCGGGCUGCCUGGGAAACAGCCCGACACACUCC - - CGUUAACUCAUGGCUGGGCAACA #8138
8806 JUUCUCGAGCGGCCUGGGAAACCGCCCGACACACUCC - - GGUGAAUUCCUGGUUGGGUAACA ssss
#8806 JUUCUCGGGCGGCCUGGGAAACCGCCCGACACACUCC - - GGUGAAUUCCUGGUUGGGCAAUA 8865
#8734 UGACGCGAGCAGCUUGGGAAACAGCCCGCCACACUCC - - AGUGAAUUCAUGGCUGGGCAACA 8853
8794 UGUCGCGAGCAGCCUGGGAAACAGCCCGCCACACUCC - - AGUGAAUUCAUGGCUGGGCAACA 8853
8785 UGGCGAGGGCGGC “CGCUCGUCACACUCC - - UGUGAAUUCAUGGUUAGGGAACA s8sit
8788 JUGCCAGAGCAGCUUGGGAGACUGCCCGGCACACUCC - - AGUCAACUCGUGGCUGGGAAACA 847
8788 JUGCCAGAGCAGCCUGGGAGACUGCCCGGCACACUCC - - AGUUAACUCGUGGCUGGGGAACA 5847

8788 JUGCUCGAGCAGCI UGCUCGUCACACUCC - - AGUAAACUCGUGGCUGGGGAACA 5847
8788 JUGCUCGAGCAGCUUGGGAGACUGCUCGGCACACUCC - - AGUAAACUCGUGGCUGGGAAACA 8847
8788 UAUCUCGGGCUGC AGCCCGACACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUAGGGAAUA 8847
8788 UGUCACGAGCUGCH AGCUCGGCACACUCC - - AGUAAAUUCCUGGUUGGGGAACA 8847
8788 UAGCCCGAGCUGC CAGCUAGGCACACUCC - - AGUGAACUCAUGGUUGGGARACA 8847

8788 UAGCUCGAGCUGCAUGGGAGACAGCUAGACACACUCC - - AGUGAACUCCUGGUUGGGGAAUA sa47
8788 UAGCCCGCGCAGCAUGGGAGACUGCGCGGCAUACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGGAACA ss47
8788 UAGCCCGCGCAGC :CGCGCGGCACACUCC - - AGUCAACUCCUGGUUGGGGAACA 8847
8785 UGGCACGAGCAGCAUGGGAGACUGCCCGGCACACUCC - - AGUGAAUUCCUGGUUGGGGAACA ss4t
#8760 UCUCACGGGCUGCUUGGGAAACAGCCCGCCACACUCC - - AGUGAAUUCAUGGUUGGGGAACA s819
8788 JUUCACGGGCUGCUUGGGAAACAGCCCGUCACACUCC - - AGUGAAUUCAUGGUUGGGARACA sa47
8788 UUUCACGGGCUGCUUGGGAAACAGCCCGCCACACUCC - - AGUGAACUCAUGGUUGGGARACA 8a47
8783 UGACACGUGCUGCCUGGGAAACAGCACGCCACACUCC - - AGUGAAUUCAUGGUUGGGCAACA sa4s
8786 UGGUCCGAGCUGCUUGGGAAACAGCGCGGCAUACUCC - - AGUCAAUUCGUGGUUGGGUAACA 5845
8788 UGACACGAGCAGCUUGGGAAACAGCCCGGCACACUCC - - AGUGAACUCGUGGCUGGGCAACA 8847
8788 UGUCGCGGGCGGCUUGGGAAACCGCUCGCCACACGCC - - GGUCAAUUCCUGGUUAGGAMACA aa47
£788 UAUCCCGGGCCGCCUGGGAAACGGCCCGGCACACUCC - - AGUAAACUCGUGGUUGGGAAACA 8847
8788 UAUCCCGGGCCGCCUGGGAAACGGCCCGGCACACUCC - - AGUGAACUCGUGGUUGGGARACA sa47
8766 UCGCCCGGGCGGCCUGGGAAACCGCCCGACACACUCC - - AGUGAACUCUUGGUUGGGARACA 8a25
8788 UUGCCCGCGCCGCUUGGGAGACGGCCAGGCACUCUCC - - AGUAAACUCAUGGUUGGGUAACA sa47
8788 UUGCCCGCGCCGCL *GGCCAGGCACUCUCC - - AGUAAACUCAUGGUUGGGUAACA 8847
8749 UAUCCAGGGCAGCL 2CGCCCGUCACUCACC - - UGUAAACUCCUGGGUGGGCAACA sans




6.1.2 Sequenz-Alignment miR-122-Bindungsstelle 5B.3

Auf der nachsten Seite ist die miR-122 und die konservierte miR-122-Bindungsstelle 5B.3 in
106 HCV-NS5B-Sequenzen dargestellt [48]

Die miR-122-seed-target-Sequenz (nt 2-7) ist in hell-grau dargestellt. Die Nukleotide der
supplemental-Region (nt 14-20) sind in unerschiedlichen grautdénen hervorgehoben, je nachdem
welche 4 Nukleotide lange Sequenz mit der miR-122 binden kann. Die miR-122-Sequenz ist oberhalb
des Alignments dargestellt. HCV-Genotypen und die NCBI Referenznummer sind links angegeben.
Ebenso die Nukleotidnummer an deren Stelle die dargestellte Sequenz im HCV-Genom beginnt und
endet. Sowohl die seed-target-Sequenz der miR-122-Bindungsstelle als auch die supplemental-Region
sind in allen Isolaten konserviert. Unter den Sequenzen ist ein Histogramm abgebildet, welches die

Konservierung jeder einzelnen Base anzeigt.
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miR-122 3 -GU-(_]GGUAACAGU GUGAGGU>
9180 AACUGGGCAGUAA( GCUCAAACUCACUCCAAUAGCGGCCGCUGG %229
9180 AAUUGGGCAGUAA GCUCAAACUCACUCCAAUAGCGGCCGCUAG 9229

2172 AACUGRGCAGT ICAALCH ﬂiﬁm 238
5“&3%@%%0& C vx2e

susn CAUUCCAUUATTECICACAUS 9222
9260 AACUGGGCEGUEEAAACCAARCUCAMACUCACUCCATUACCOURCGORUC 9229
9191 AACUGGGCAGUGAAGACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCCGGCUGCUGE 9240
9164 ARCUGGGCGGUAAAAACCARSCUCAAACUCACUCCADUGGCCAGESGCUGC 9212
9133 AACUGGGCAGUAAAAACCAAAAUGAAACUCACUCCARUUCCAGCUGCUCA 9232
5183 ARCUGGGCAGUAAAAACCAARAUGAARCUCACUCCARUCCAAGCUGCUEE 21—
9193 AACUGGGCAGUGAGHBBRA AGCUCAGACUCACUCCAAUACCGGGAGCAGC 9248
9245 AAUUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAAGCGEG 9234
9245 AAUUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCG 2294

GCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCG 9294
COUCAAACTCACTCCANIGCCGGARGOGON 9510
GCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCG 9510
9210 AACUGGGCCGUAAAAACUAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGCGACGCUCA 9259
9210 AACUGGGCCGUAAAAACUAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGCGACGCUCA 9259
9215 AACUGGGCGGUG! GCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCGGCGCG 9264
39245 AACUGGGCAGUG GCUCAGACUCACUCCAUUGCCGGAGGCAAG 3254
9165 AACUGGGCAGU! CUCAGACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGAG 9214
9246 ARCUGGGCGGUGA GCGCAAACUCACUCCAUUGCCGGCAGCGCG 9295
3245 AACUGGGCGGUG! GCUCAAGCUCACUCCAUUGCCGGAGGCACG 9294
9248 AACUGGGCGGUGAGAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGCAGGCGCG 9297
9170 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGCAGGCGCG 9219
9218 AACUGGGCGGU! GCUCAGACUCACUCCAUUGCCGGAGGCACG 9267
9218 AACUGGGCGGUMGCUCAMCUCACUCCAUUGCCGGAGGCACG 5267
9208 AACUGGGCAGUACGCACCAAGACCAAACUCACUCCACUGCCAGCCGCUAG 9257
9208 AAUUGGGCGGUACGCACCAAGACCAGACUCACUCCAUUGCCAGCCACUGG 9257
9214 AACUGGGCAGUGCGCACCAAAACCAAACUCACUCCAUUGCCGACUGCGGG 9263
9217 AACUGGGCGGUACGCACCAAAACCAAACUCACUCCAUUGCCGGCUGCAGA 9266
9126 AACUGGGCGGUACGCACCAAAAUAAAACUCACUCCAUUGCCGUCUGCAGGS 9185
9202 AACUGGGCUGUACGBRERAAAGCCAAACUCACUCCAUUGUCGGACGCGAG 9251
9208 ARUUGGGCUGUACGCACAAAGGCCARACUCACUCCAUUGCCGCAAGCGAG 9257
9209 AACUGGGCGGUACGCACCAAAACCAAACUCACUCCAUUACCGGCUGCAGG 9258
9209 AACUGGGCGGUACGCACCAAAACCAAACUCACUCCAUUGCCGGCUGCAGG 9258
9202 AACUGGGCAGUGCECAL GGCAAAACUCACUCCAUUGCCUCAAGCGGG #251
9202 AAUUGGGCAGUG! GGCAAAACUCACUCCAUUGCCUCAAGCGGG 9251
9171 AACUGGGCAGUAAAAACCAAGCUUAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9220
9103 AACUGGGCGGUAAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9158
9029 AACUGGGCGGUAAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCUCGCUGCUAG 2078
9178 AACUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCCGCCGCUAG 9228
9212 AACUGGGCGGUAAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9261
9103 AACUGGGCGGUAAAAACCAAAGCCAAACUCACUCCAUUGCCCGCUGCUGE 9152
3164 AACUGGGCGGUAAAAACCAAAGCCAAACUCACUCCAUUGCCCGCCECUGE 9213
9108 AACUGGGCGACAAAAACCAAAGCCAGACUCACUCCAUUGCCCGCCGCUGC 9157
9110 AACUGGGCGGUAAAAACCAAAAUUAGACUCACUCCAUUGCCCGCUGCAUC 9159
9171 AACUGGGCGGUUAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCUGCUGC 9220
2090 AACUGGGCGGUCAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9139
2180 AACUGGGCGGUAAARACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUAAGCGCUGCCGC 9229
9102 AACUGGGCGGUAAABEEUAAGCUCAAACUCACUCCAUUAAGCGCCGCCGE 9151
9093 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9142
3164 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9213
9086 AACUGGGCGGUAAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9135
9165 AACUGGGCGGUGAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCCGCUGC 9214
089 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGCUGCUGC 9138
9170 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGCCGCUGC #219
9162 AACUGGGCGGUAAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCUGCAGC 9211
9072 AAUUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCCGCCGCAGC 9121
3177 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCCGCUGCUGC 9226
9167 AACUGGGCGGUCAAAACCAAACUUAAACUCACUCCAUUGGCCUCUGCUGC 9216
9167 AACUGGGCGGUGAARACCAAACUUAAACUCACUCCAUUGGCCUCCGCUGC 9216
9179 AACUGGGCGGUCAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCACUGCCCUCUGCCGC 9228
3104 AACUGGGCAGUCAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCACUGCCUUCUGCUGE 9153
9100 AAUUGGGCAGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCUGCUGCUGC 3143
9086 AACUGGGCGGUGAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCCGCUGCUGC 9135
9127 AACUGGGCGGUGAAGACAAAACGCAAACUCACUCCAUUAGCUGACGCUGA 9176
054 AACUGGGCGGUGAAAACAAAGCGCAAACUCACUCCAUUAGCUGACGCCGA 9103
9158 AACUGGGCGGUGAAGACCAAACUAAAACUCACUCCAUUGGUCUCCGCGAG 9207
9164 AACUGGGCAGUGAGGACCAAACUAAAACUCACUCCAUUGGCCUCCGCGAG 9213
9205 ARCUGGGCAGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGGCUGCGGCAAG 925¢
9205 AACUGGGCAGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGGCUGCGGCAAG 9254
9190 AAUUGGGCCGUGAGAACGAAGCUCAAACUCACUCCACUCCGCGGCGCAGC 9239
9183 AAUUGGGCCGUGAGAACUAAGCUCAAACUCACUCCACUGCGCGGCGCAGC 9232
9210 AACUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAAUACCCGGUGCGAG 9259
3210 AACUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAGCUCACUCCAAUACCCGGUGCGAG 9259
3198 AACUGGGCCGUGA( GCUCAAACUCACUCCUCUGCGUGACGCGCA 9247
s198 Aacuccccccucnmccucmcumcuccucucccucacccccn 5247
9189 AAUUGGGCGAUAAAGACCAAACUUAGACUCACUCCAUUGCGUGGUGCAUC 9238
9192 ARUUGGGCGGUAAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGGCGCGUC 9261
9192 ARUUGGGCGGUAAAAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCAUGGCGCGUC 9242
9192 AACUGGGCGGUAAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCGUGGCGCGUC 9241
9192 AACUGGGCAGUAAAAACCAAACUCAAACUCACUCCAUUGCGUGGCGCGUC 9241
9192 AACUGGGCGGUGAABBEAAAGCUCAAACUCACUCCACUGCCUGGUGCAGC 9241
3192 AACUGGGCAGUAAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAAUACCUGAUGCAGC 9241
192 AACUGGGCAGUGAGGACUAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGCGAUACAUC 9241
9192 AACUGGGCGGUGAGGACUAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCACGAUGCUUC 9241
9192 AACUGGGCAGUUAAGACUAAGCUCAAACUCACUCCACUGCGUGGCGCUUC 9261
9192 AACUGGGCAGUUAAGACUAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGGCGCUUC s281
9189 AACUGGGCGGUAAGAACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGGCGCGGC s238

9164 AACUGGGCUGU! GCUAAAGCUCACUCCACUGCGUGGCGCGGC 9213
9192 AACUGGGCUGUG, GCUGAAGCUCACUCCACUGCGUGGCGCGGC 9241
9152 AACUGGGCUGUGA GCUGAGGCUCACUCCGCUGCGUGGCGCGGC 9241
9193 AAUUGGGCUGUG. GCUCAAACUCACUCCACUCCGCGAUGCAGC 9242
9190 AAUUGGGCGGUG, GCUCAARACUCACUCCACUGCGUGGUGCAGG 9239
9192 AAUUGGGCGGUGA! GCUCAAACUCACUCCUCUGCGUGACGCACA 9241

9192 AACUGGGCGGUGAGGACUAAGCUCAAACUCACUCCUCUGCCCCGUGCGGE 9241
9192 AAUUGGGCGGUGAGAACCAAGCUCAAACUCACUCCACUGCACGGCGUGGEG 9241
9192 AAUUGGGCGGUGAGAACCAAGCUCAAACUCACUCCACUGCACGGCACAGA 9241
9170 AACUGGGCAGUGAGAACUAAGCUCAAACUCACUCCAGUGCCUGGUGCGGC 9219
9192 AACUGGGCUGUUAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGCCGCUGC 9241
9192 AACUGGGCUGUUAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCGUGCCGCUGC 9241
9153 AACUGGGCUGUCAGGACCAAGAUCAAACUCACUCCACUUGCAGGCGCUGE 9202




6.1.3 Aminosaure-Alignment miR-122-Bindungsstelle 5B.2

Auf der nachsten Seite ist das Alignment der Nukleotidsequenz der miR-122-Bindungsstelle 5B.2 mit
der Aminosaure-Sequenz dargestellt. Jede Aminosaure ist farbig hervorgehoben wenn sie mehr als
50 % konserviert vorliegt, wobei jeder Aminosaure eine eigene Farbe zugeteilt wurde. Da hier keine
Licken eingefligt werden konnten ist zu beachten, dass die miR-122 seed-target-Sequenz in manchen
Isolaten um 2 Nukleotide verschoben ist. Das Histogramm zeigt den Anteil an vorliegenden
Nukleotiden relativ zu der Anzahl an Nukleotiden, die eine bestimmte Aminosaure kodieren kdnnen,
d.h. je niedriger der Balken im Histogramm ist, desto weniger Nukleotide werden aus den mdglichen
Nukleotiden tatsachlich verwendet, und desto eher hat diese Sequenz eine (iberlappende zusatzliche

Funktion.
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6.1.4 Aminosaure-Alignment miR-122-Bindungsstelle 5B.3

Auf der nachsten Seite ist das Alignment der Nukleotidsequenz der miR-122-Bindungsstelle 5B.3 mit
der Aminosaure-Sequenz dargestellt. Jede Aminosaure ist farbig hervorgehoben wenn sie mehr als
50 % konserviert vorliegt, wobei jeder Aminosdure eine eigene Farbe zugeteilt wurde. Das
Histogramm zeigt den Anteil an vorliegenden Nukleotiden relativ zu der Anzahl an Nukleotiden, die
eine bestimmte Aminosaure kodieren konnen, d.h. je niedriger der Balken im Histogramm ist, desto
weniger Nukleotide werden aus den moglichen Nukleotiden tatsachlich verwendet, und desto eher

hat diese Sequenz eine Uberlappende zusatzliche Funktion.
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6.1.5 Sequenz-Alignment miR-122- Bindungsstelle S3

Auf der nachsten Seite ist die miR-122 und die konservierte miR-122-Bindungsstelle S3 in
94 HCV-3'-UTR-Sequenzen dargestellt [48]

Die miR-122-seed-target-Sequenz (nt 2—8) und die supplemental-Region (nt 18-21) sind grau
markiert. Die Liicken wurden eingefiigt, um eine optimale Ubereinstimmung der Sequenzen zu
erhalten. HCV-Genotypen und die NCBI Referenznummer sind links angegeben. Ebenso die
Nukleotidenummer an deren Stelle die dargestellte Sequenz im HCV-Genom beginnt und endet. Die
seed-target-Sequenz der miR-122 ist in 85 der 94 Isolate konserviert und die supplemental-Region in
92 von 94. Unter den Sequenzen ist ein Histogramm abgebildet, welches die Konservierung jeder

einzelnen Base anzeigt.
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UUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACCUUAGCUACACUCCAU--—~~ AGCUAA
UUACUCCCCGCCCGAUAGAGCGGCACACUAUAGCUACACUCCAU--—~~ AGCUAA
UUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACAACCUAGCUACACUCCAU--—-~ AGCUAA
UUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGC———————————, ACACACU--—----— AGCCUA
UUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACCUUAGCUACACUCCAU-—-——— AGCUAA
CUCCUGCCAGCACGAUAAGCGGGUAGGAUA-————, ACACUCCAUUCCUUUUCCCU
CUCCUGCCAGCACGAUGAGCUGGUAGGAUA-————, ACACUCCAUUUGUUUUUUAU
CUCCUACCUGCUCGGUGAGCUGGUAGGUUA—————, ACACCCCAACCCUGUGUUUU

UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCGGC-UA-—---ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUCCUGCCAGCUCGGUGAGCUGGUA-AGUUA--—-ACACCCC-A--—————————
UUGCUCCCCGCUCGGUAGACGGGCGGCCU-UAGCAACACUCCAUCGUUCUUUUUY

UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCGGC-UA-—--— ACACUCCGACCUUAGGGUCC
UUACUACCGGCCGAUUAGGCUGGUAGGAUA-———— ACACUCCAUUCCUUU-—--——
UUGCUCCCCGCUCGGUAGACGGGCGGCCU-UAGCAACACUCCAUCGUUCUUUUUU
CUGUUACCAGCCCGAUAGGCUGGUAAC-UA-———— ACACUCCAUUUUUAACUUAU
CUGUUACCAGCUCGAUAGGCUGGUAAU-UU-——-~ ACACUCCAUAUUCUGUUUUU
CUGCUGCCUGCUCGGUAG--——-GCAGCUUA-—-——— ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCUCGGUAG-~-~-~-GCAGCUUA-~----ACACUCCGACCUUAGGGUCC
UUACUCCCCGCCCGGUAG--—-— GGGU--A-—-—- ACACUCCGACCUUAGGGUCA
CUGCUGCCCGCCCGGUAG--—-GCGGGU-A-———— ACACUCCGACCUUAGGGUCA
CUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCAGCUUA-~----ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCCGCUCGGUAG--—--GCAGCUUA-—--—— ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCCCGAUAG----GCAGGCUA--——~ ACACUCCGACCUUAGGGUCA
CUGCUGCCUGCUCGAUAG-~---GCAGCUUA----~ ACACUCAGACCCUAGGGUC—
UUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCAGCUUA--—--- ACACUCCGACCUUAGGGUCA
UUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCAGCUUA-----ACACU----—-—————————
CUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCAGCUCA-----ACACUCAGACCCUAGGGUC-
CUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCAGCUUA-—--—— ACACUCCGACCUUAGGCUC-
UUGCUGCCUGCUCGCUAG--—--GCAGCUUA-————, ACACAAAGACCCUAGGGUC-
UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCAGCUUA-----ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCUCGAUAG----GCA-GCUUA----ACACUCC--—--—————————
UUGCUGCCUGCCCGAUAG----GCAGCUUA-—---ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCACGGUAG----GCAGCUUA----~ ACACUCCGACCUUAGGGUCC
UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCA-GCUUA----ACACUCCGA--—————————
UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCGGC-UA-----ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCAGC-CA-----ACACUCCGACCUUAGGGUCU
CUGCUUCCCGCUCGGUAG----GCAGGUUA-——-—— ACACUCCGACCUUAGGGUCC
CUGCUGCCUGCUCGGUAG--—-GCAGUAUA-———— ACACUCCGGCCUUAGGCCCU
CUGCUGCCUGCUCGGUAG--—--GCAGCUUA-----ACACUCCGACCCUAGGGUC—-
UUGCUGCCUGCUCGGUAG----GCAGCU-A-————, ACACUCAGACCCUAGGGUC-
UUACUCCCCGCUCGGUGAGCUGGGA-GCUAA----ACACUCC—-———————————
UUACUCCCUGCUCGGUAAGCUGGGAGCUAA-————. ACACUCCAUAACUCCUGUUU
UUACUCCCCGCUCGGUAGACGAGCGGCCCUAAACAACACUCCAU--—-—— AACAUU
UUACUCCCCGCUCGGUAGACGAGCGGCCCUAAACAACACUCCAU--—--— AACAUU
UUACUUCCCGCUCGAUAGACGGGGAGCAUAAAGCUACACUCCAU-—-——-— UAGGCU
UUGCUCCCUGCUCGGUAAGCGGGGAGCUUAAAGCAACACUCCAU-~-—-—~— UAGUUU
CUUCUUCCCGCUCGGUAAGCGGGAAGCCCAAAGCUACACUCCAU--——— UAAUGU
CUUCUUCCCGCUCGGUAAGGGGGAAGCCUARAGCUACACUCCAU--——— UAAUGC
CUGCUUCCUGCUCGAUAGACAGGGGGCAUAAA-UAACACUCCAU--——— UUUCAU
CUGCUUCCUGCUCGAUAGACAGGGAGCAUAAA-UAACACUCCAU---—-~— UUUUGG
UUGCUCCCCGCCCGAUAAACGGGCGGCCUUAAGCAACACUCCAU-----UUCCGC
UUUCUCCCCCCCCGAUAAACGGGCGGCCUCAAGCAACACUCCAU————— uuGccce
CUGCUCCCAGCCCGGUAGGCUGAGAGCUAAACACUACACUCCGU-—-——— uuuuuu
UUGCUCCCAGCUCGGUAGGCUGAGAGCUUA-————, ACACUCCAAACAUCUGUUUU

UUGCUCCCAGCUCGAUAGGCUGAGAGCUUA-~
CUGCUCCCAGCCCGGUAGGCUGAGAGCCCC -~
CUGCUCCCAGCCCGGUAGGCUGAGAGCCCC——
UUGCUGCCUACCCGAUAG—----GCAGCUUA-----ACACUCCGACCUUAGGGUCC
UUACUACCCGCUCGGUAGACGGGUAGCUUA-----ACACUCCAUUUCUGUUUUUU
UUGCUCCCUGCUCGAUAGGCAGGCAGCAUA-————, ACACUCCAUUUCCAUAACUU
CUGCUCCCUGCCCGGUAGGCAGGGAGCAUA-———— ACACUCCAUUUCCAUAACUU
CUACUCCCUGCUCGGUAGACAGGGGGCUUA-—-—---ACACUCCACUUCCAUAGGUU
CUGCUCCCUGCUCGGUAGACAGGGGGCUUA-———— ACACUCCACUUCCAUAGUUU
CUGCUCCCCGCCCGAUAGGCGGGGAGCCUA-———— ACACUCCAUAUCUAUAGUUU
UUGCUUCCCGCUCGGUAGGCGGGAGGCCCAUAGCAACACUCCAU-————— UuUCcCGC
UUGCUUCCCGCCCGGUAGGCGGGGGGCCCAUAGCAACACUCCAU- -~~~ UAGCUU
UUGCUUCCCGCUCGGUAGACGGGAAGCCCACUGCUACACUCCAU-———— UAACUG
UUGCUCCCUGCUCGGUAGGCAGGGGGCCUAAAGCUACGCUCCAU--—-~ UAGCUU
CUGCUCCCUGCCCGAUAGGCGGGGAGGAGAAA-UAACACUCCAC——-——— uuuuuu
UUGCUCCCUAACCGGUGA-GCAAGAAACUAAGGCAACACUCCAC-—-——— uGuUuUUU
CUGCUCCCCGCUCGAUAAGCGAGGAGCCUAACGCAACACUCCAA-———— UGAUUU
CUGCUUCCCGCUCGGUAAGCGGGAAGCCUAAAGCAACACUCCAA-———— UAAUUC
CUGCUUCCAGCCCGAUAGGCUGGAAGCUAA-———— ACACUCCAUACCAUUAGGUC
CUGCUUCCAGCCCGAUAGGCUGGAAGCUAA-———— ACACUCCAUACCAUUAGGUC

T G ) )

—-ACACUCCAAACAUCUACUGU
—ACACUCCACACAAUUUUGCC
—ACACUCCACACAGUUUUUUU

9409
9409
2406
9409
9409
9409
9420
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9412
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9475
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9477
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92447
9437
9437
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9435
9432
9433
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6.2 HCV-RNA-Sequenzen der Bindungsexperiment

Nachfolgend sind die HCV-RNA-Sequenzen der miR-122-Bindungsstellen 5B.2, 5B.3 und S3
aufgefihrt, welche fir die co-IP-Bindungsexperimente verwendet wurden. Die seed-target- und
supplemental-Region sind grau hervorgehoben. Unter den Sequenzen sind die Primer-Sequenzen
dargestellt. Wobei jeder vorwarts-Primer am 5°-Ende noch 10 beliebige Nukleotide, den T7-Promotor
(nicht dargestellt) und 3 ,,G’s” enthélt. Die 3 ,,G’s” wurden der Sequenz zugefligt, um eine Bindung

der T7-RNA-Polymerase an den Promotor zu verbessern.

6.2.1 HCV-RNA-Sequenzen miR-122-Bindungsstelle 5B.2

HCV-RNA_5B.2a

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_227 nts

GGGGUGGGAGACAGCUAGACACACUCCAGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACAUCAUCAUGUAUGCGCCCACCUUGUG
GGCAAGGAUGAUCCUGAUGACUCAUUUCUUCUCCAUCCUUCUAGCUCAGGAACAACUUGAAAAAGCCCUAGAUUG
UCAGAUCUACGGGGCCUGUUACUCCAUUGAGCCACUUGACCUACCUCAGAUCAUUCAACGACUCCAUGGCCUUAG

Primer vorwdrts: 5 -GGGGUGGGAGACAGCUAGACACACUCCAG-3~
Primer rickwadrts: 5" -CGCUAAGGCCAUGGAGUCGUUGAAUGAUCUGAGG-3~

J6-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_267 nts

GGGAAACAGUUAGACACUCCCCUAUCAAUUCAUGGCUGGGAAACAUCAUCCAGUAUGCUCCAACCAUAUGGGUUC

GCAUGGUCCUAAUGACACACUUCUUCUCCAUUCUCAUGGUCCAAGACACCCUGGACCAGAACCUCAACUUUGAGA

UGUAUGGAUCAGUAUACUCCGUGAAUCCUUUGGACCUUCCAGCCAUAAUUGAGAGGUUACACGGGCUUGACGCCU

UUUCUAUGCACACAUACUCUCACCACGAACUGACGCGGGUGG

O G G G S o G G G o o G G G G G G G P O G O G G O G P o G G O G G G o G G O G G P G o O G O O G G G G ¢
SO O O O O G O (P (CCCCe e CCCCa e )))) e ) ) e e e D)) ) ) e e e e e

Primer vorwdrts: 5 -GGGAAACAGUUAGACACUCCCC-3~
Primer rickwdrts: 5" -CCACCCGCGUCAGUUCGUGGUGAGAGUAUGUGUGC-3"

HCV-RNA_5B.2b

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_148 nts
GGGUGCGUGGGAGACAGCUAGACACACUCCAGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACAUCAUCAUGUAUGCGCCCACCUU
GUGGGCAAGGAUGAUCCUGAUGACUCAUUUCUUCUCCAUCCUUCUAGCUCAGGAACAACUUGAAAAAGCCCUA
O O O I )) e )) ) ) ) ) ) e OO Caea))))a))) (..

Primer vorwadrts: 5 -GGGUGCGUGGGAGACAGCUAGAC -3~
Primer rickwadrts: 5 -UAGGGCUUUUUCAAGUUGUUCCUGAG-3"



16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_291 nts

GGGAAACAGUUAGACACUCCCCUAUCAAUUCAUGGCUGGGAAACAUCAUCCAGUAUGCUCCAACCAUAUGGGUUC
GCAUGGUCCUAAUGACACACUUCUUCUCCAUUCUCAUGGUCCAAGACACCCUGGACCAGAACCUCAACUUUGAGA
UGUAUGGAUCAGUAUACUCCGUGAAUCCUUUGGACCUUCCAGCCAUAAUUGAGAGGUUACACGGGCUUGACGCCU
UUUCUAUGCACACAUACUCUCACCACGAACUGACGCGGGUGGCUUCAGCCCUCAGAAAACUUGGGEG

................ CCCCCCC e et CeCCCte e COCCCeCCe e COCCCCCCC
B O O O P (o (R (CCCCe. CCCCeee)))) e )))))) e e ))))))))))) ) e et

Primer vorwdrts: 5 -GGGAAACAGUUAGACACUCCCC-3°
Primer rickwdrts: 5" -CCCCAAGUUUUCUGAGGGCUGAAGCCACCC-3~

HCV-RNA_5B.2c

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_152 nts

GGGCGUGGGAGACAGCUAGACACACUCCAGUCAAUUCCUGGCUAGGCAACAUCAUCAUGUAUGCGCCCACCUUGU
GGGCAAGGAUGAUCCUGAUGACUCAUUUCUUCUCCAUCCUUCUAGCUCAGGAACAACUUGAAAAAGCCCUAGAUU
GU

Primer vorwdrts: 5 -GGGCGUGGGAGACAGCUAGACACAC-3~
Primer rickwarts: 5" -ACAAUCUAGGGCUUUUUCAAGUUGUUCC-3"

J6-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_160 nts

GGGCCACUCGCCCGGGCUGCCUGGGAAACAGUUAGACACUCCCCUAUCAAUUCAUGGCUGGGAAACAUCAUCCAG
UAUGCUCCAACCAUAUGGGUUCGCAUGGUCCUAAUGACACACUUCUUCUCCAUUCUCAUGGUCCAAGACACCCUG
GACCAGAACC

OO O G O G O G O G O O O G P O O G Y QP (CCove (O I ))))-))))))) e a)))))

Primer vorwarts: 5" -GGGCCACUCGCCCGGGCUGCCUGG-3~
Primer rickwarts: 5 -GGUUCUGGUCCAGGGUGUC-3~

6.2.2 HCV-RNA-Sequenzen miR-122-Bindungsstelle 5B.3

HCV-RNA_5B.3a

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_226 nts

GGGGGCUACUGUCCCAGGGGGGGAGGGCUGCCACUUGUGGCAAGUACCUCUUCAACUGGGCAGUAAGGACCAAGC
UCAAACUCACUCCAAUCCCGGCUGCGUCCCAGUUGGAUUUAUCCAGCUGGUUCGUUGCUGGUUACAGCGGGGGAG
ACAUAUAUCACAGCCUGUCUCGUGCCCGACCCCGCUGGUUCAUGUGGUGCCUACUCCUACUUUCUGUAGGGGUAG

Primer vorwdrts: 5 -GGGGGCUACUGUCCCAGGG-3~
Primer rlickwadrts: 5 -CCUACCCCUACAGAAAGUAGGAGUAGGCAC-3°



16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_200 nts
GGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCGCCUACUGGACUUAUCCAGUUGGUUCACCG
UCGGCGCCGGCGGGGGCGACAUUUUUCACAGCGUGUCGLCGCGCCCGALCCCCGCUCAUUACUCUUCGGCCUALCUCC
UACUUUUCGUAGGGGUAGGCCUCUUCCUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGC

CCCCCCCa e e ) ) ) ) e e e CCCCCCa (e (O e ) ) ) e ) )

Primer vorwdrts: 5 -GGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUG-3’
Primer riickwadrts: 5" -GCCGCUCUACCGAGCGGGGAGUAGG-3"

HCV-RNA_5B.3b

J6-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_196 nts
GGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCGCCUACUGGACUUAUCCAGUUGGUUCACCG
UCGGCGCCGGCGGGGGCGACAUUUUUCACAGCGUGUCGLCGLCGCCCGALCCCCGCUCAUUACUCUUCGGCCUALCUCC
UACUUUUCGUAGGGGUAGGCCUCUUCCUACUCCCCGCUCGGUAGAG

CCCCCCCa e e ) e )))) e e e e CCCCC (e O e ) ) e ) )

Primer vorwarts: 5 -GGGCGGUGAAGACCAAGCUCAAACUCACUCCAUUG-3"
Primer riickwadrts: 5 -CUCUACCGAGCGGGGAGUAGGAAGAGGCC-3~

HCV-RNA_5B.3c

J6-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_224 nts

GGGUCAUCUCCCGUGGAGGGAAAGCGGCCGUUUGCGGCCGAUAUCUCUUCAAUUGGGCGGUGAAGACCAAGCUCA
AACUCACUCCAUUGCCGGAGGCGCGCCUACUGGACUUAUCCAGUUGGUUCACCGUCGGCGCCGGCGGGGGCGACA
UUUUUCACAGCGUGUCGCGCGCCCGACCCCGCUCAUUACUCUUCGGCCUACUCCUACUUUUCGUAGGGGUAGGC
CC 0O e e COCCCCaee)))N))ee))))))))e))))))))) eee)) e
............ COCCCCa e e COCa OO Cae )Y ) )) e ) ) ) ) ) ) ) ) e COCe (g

Primer vorwdrts: 5 -GGGUCAUCUCCCGUGGAGG-3~
Primer rickwdrts: 5" -GCCUACCCCUACGAAAAGUAGGAGUAGGCCG-3~

6.2.3 HCV-RNA-Sequenzen miR-122-Bindungsstelle S3

HCV-RNA_S3a

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_250 nts

GGGCCGAUGAACGGGGAGCUAAACACUCCAGGCCAAUAGGCCAUCCUGUUUUUUUCCCUUUUUUUUUUUCUUUUU
UuuuuuuuuuuuuuuuuyuuuuuuuyuyuuuCcuCCcuuluiuuuyuuCcCuCcyuuuiuuuCCUlluCUUUCCUUUGGUGGCU
CCAUCUUAGCCCUAGUCACGGCUAGCUGUGAAAGGUCCGUGAGCCGCUUGACUGCAGAGAGUGCUGAUACUGGCC
UCUCUGCAGAUCAAGUACUACUAGU

(CCOCCa e (OG0 COCCCe e (CCCeea))))ee e ))))) e ))))) ) )) ) e e

Primer vorwdrts: 5 -GGGCCGAUGAACGGGGAGCUAAACACUCCAGGC-3~
Primer rickwdrts: 5 -ACUAGUAGUACUUGAUCUGCAGAGAGGCC-3’



16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_252 nts
GGGUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACACUAGGUACACUCCAUAGCUAACUGUUCCUUUUUUUUUUUUUUUUUUU
UuguuuuuuuuyguuuuuuuyuyguuuuCcuuuyguuuuuuuyuyguCCCuUCUuUUCUUCCCUUCUCAUCUUAUUCUACUUUCU
UUCUUGGUGGCUCCAUCUUAGCCCUAGUCACGGCUAGCUGUGAAAGGUCCGUGAGCCGCAUGACUGCAGAGAGUG
CCGUAACUGGUCUCUCUGCAGAUCAUG

...... [ GG Gt I I 1 B 1 IS (B (X (R (N O (P S B B IV ) 1 SRR

Primer vorwarts: 5 -GGGUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACACUAGGUACACUCCAUAGCUAAC-3"
Primer rickwdrts: 5 -CAUGAUCUGCAGAGAGACCAGUUACGGCAC-3-

HCV-RNA_S3b

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_153 nts
GGGCAGCGGGGGAGACAUAUAUCACAGCCUGUCUCGUGCCCGACCCCGCUGGUUCAUGUGGUGCCUACUCCUACU
UUCUGUAGGGGUAGGCAUCUAUCUACUCCCCAACCGAUGAACGGGGAGCUAAACACUCCAGGCCAAUAGGCCAUC
CUG

Primer vorwdrts: 5 -GGGCAGCGGGGGAGACAUAUAUCACAGC-3’
Primer rickwarts: 5" -CAGGAUGGCCUAUUGGCCUGGAG-3~

16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_298 nts
GGGUCGGCGCCGGCGGGGGCGACAUUUUUCACAGCGUGUCGCGCGCCCGACCCCGCUCAUUALCULCUUCGGLCCUAC
UCCUACUUUUCGUAGGGGUAGGCCUCUUCCUACUCCCCGCUCGGUAGAGCGGCACACACUAGGUACACUCCAUA
R R N T A P 1) )))) D)) ) e (CCCCCC
(O 1)) e e (G e CCCCCaa e ) ) )) ) e 1)) e

Primer vorwdrts: 5 -GGGUCGGCGCCGGCGGGGGCGA-3"
Primer rickwdrts: 5 -UAUGGAGUGUACCUAGUGUGUGCCGCUCUACCGAG -3~



6.3 HCV-RNA-Strukturen der Bindungsexperimente

Auf den nachfolgenden Seiten sind die HCV-RNA-Strukturen der miR-122-Bindungsstellen 5B.2, 5B.3
und S3 aufgefiihrt, deren Transkripte in den co-IP-Bindungsexperimente verwendet wurden.

Zur besseren Darstellung der Strukturen wurde das VARNAv3-92-Programm [178] verwendet. Der
Farbcode, welcher die Wahrscheinlichkeit angibt, dass die Base genau so vorliegt wurde mit dem

Vienna RNAfold WebServer ((http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAfold.cgi) [179; 180] berechnet und

konnte als dot-plot EPS-Form in das Varna-Programm geladen werden. Die Einstellungen waren:

1. Fold algorithms and basic options: minimum free energy and partition function, avoid
isolated base pairs

2. Advances folding options: no dangling end energies, Turner model 2004.

Die seed-target- und die supplemental-Region sind gelb hervorgehoben.


http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAfold.cgi

6.3.1 HCV-RNA-Strukturen miR-122-Bindungsstelle 5B.2

HCV-RNA_5B.2a

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_227 nts
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16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_267 nts
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HCV-RNA_5B.2b

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_148 nts
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16-JFH1_HCV-Genotyp 2a_AB047639.1_291 nts
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HCV-RNA_5B.2c

Conl_HCV-Genotyp 1b_AJ238799.1_152 nts
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6.3.2 HCV-RNA-Strukturen miR-122-Bindungsstelle 5B.3

HCV-RNA_5B.3a
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6.3.3 HCV-RNA-Strukturen miR-122-Bindungsstellen S3
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6.4 Plasmidkarten

pUC18
Pfol
Hindlll
Sphl
Shfl
Pstl
BspMI
ﬁpcl 1]
AmpR promoter S';IIIC
Xbal
BamHlI
Aval
ma
Scal AccBs|
lac promoter EEQI\
p Uc1s8 EcolCRI
Sacl
Apol
EcoRI
Sapl
2686 bps ap
Aflll
Pcil
Bpml
Cfr101
Bsal
AlwNI
Region Start (nt)  Ende (nt)
lacZ a 393 250
lac promoter 543 514
AmpR 2486 1626
AmpR promoter 2556 2528

Plasmid als Grundgerist fir die Klonierung der mutierten miR-122-Bindungsstellen der
NS5B-kodierenden Region und der 3'-UTR.

Die weiteren Bestandteile sind unterhalb der Karte aufgelistet. AuBerdem sind die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt.



pFL-J6/JFH1

Sbfl
Xbal

SgrAl pFL_JG/JFH1

Ascl

BeoRY 12372 bps

Srl
Sfil
SexAl

SnaBl

SanDI

Region Start (nt) Ende (nt)
5°-UTR 1 340
S1 21 27

S2 37 43
Polyprotein 341 7666
NS5B 7667 9442
5B.2 8869 8875
5B.3 9274 9279
3’-UTR 9443 9678
S3 9460 9466
AmpR 10881 11740
AmpR promoter 11783 11811
T7 promoter 12355 12372

Plasmid zur Herstellung von *2P-markiertem RNA-Transkript fiir die Untersuchung der Hybridisierung
eines miR-122/Ago2-Komplexes an die HCV-RNA in der NS5B-kodierenden Region und der 3'-UTR.
Das Plasmid enthélt dafiir unter anderem die NS5B-kodierende Region und die 3’-UTR mit den
miR-122-Bindungsstellen 5B.2, 5B.3 und S3.

Die weiteren Bestandteile sind unterhalb der Karte aufgelistet. AuRerdem sind die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt.



pUC18_J6/IFH1_NS5B-3"-UTR

AmpR promoter

Xmnl

Scal

pUC18_J6/JFH1_NS5B-3'UTR

S3

3669 bps 3-UTR

HDVRz

AmpR

T7 terminator

Bpmi lac promoter

AlwNI
Region Start (nt) Ende (nt)
lacZ a 1 144
NS5B 156 813
3°-UTR 814 1049
HDVRz 1050 1136

T7 terminator 1137 1183

lac promoter 1277 1248
AmpR 3220 2360
AmpR promoter 3290 3262

Das Plasmid wurde verwendet um die miR-122-Bindungsstellen in der NS5B-kodierenden Region und
der 3’-UTR zu mutieren. AnschlieBend diente es zur Herstellung von *P-markiertem RNA-Transkript
fur die Untersuchung einer miR-122/Ago2-Komplex-Bindung an die HCV-RNA. Ausserdem wurde der
NS5B-Bereich und die 3’-UTR in das pUC18 P.s_ WT_SLI-Il kloniert, um Replikationsversuche
druchfiihren zu kénnen. Das Plasmid enthélt dafiir unter anderem einen Teil der NS5B-kodierende
Region und die 3’-UTR mit den miR-122-Bindungsstellen 5B.2, 5B.3 und S3.

Die weiteren Bestandteile sind wunterhalb der Karte aufgelistet. AuRerdem sind die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt.



puUC18_P.s_WT_SLI-II

Spinach aptamer_R_C
S1 Aptamer

\acZﬁy promoter

BfrBI
Nsil

AmpR promater S2
st NS4A

pUC18_P.s_WT_SLI-II

AmpR NS4B

9966 bps

lac promoter

T7 Terminator
HDVRz

- JUTR

EcoRlI Rsrll

BsrGl

EcoRV SnaBl
Bst11071
S

Region Start (nt) Ende (nt)
Polyprotein 1 5776
NS3"* 9734 9966
3’-UTR 5780 6015
HDVRz 6016 6102
T7 terminator 6103 6149
lac promoter 6243 6214
AmpR 8186 7326
AmpR promoter 8228 8256
lacZ a 8779 8636
T7 promoter 8804 8821
S1 aptamer 8944 8988
Spinach aptamer_R_C 9035 9132
EMCV IRES 9172 9727
S1 8841 8847
S2 8857 8862
5B.2 5206 5212
5B.3 5611 5616
S3 5797 5803

Plasmid zur Herstellung von

HCV-RNA mit mutierten miR-122 Bindungsstellen

in der

NS5B-kodierenden Region und der 3°-UTR zur Erforschung des Einflusses einer miR-122-Bindung auf

die Replikation.

Die weiteren Bestandteile sind unterhalb der Karte aufgelistet.

Aullerdem

Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt

sind die



PGEM-4Z_FLuc_Poly(A)

EcolCRI
Spel Sacl
Accgbl
Kpnl
Smal
Xmal
BamHlI
Btgl
Sacll
Notl
Eagl

AmpR promoter

pGEM-4Z_FLuc_Poly(A)

AmpR

FLuc

4271 bps

BstEIl

BsrGl

T7 promoter
lac promoter

BsiWwI
BsaAl

AlwNI Xbal

Hindlll
Peil Pwull

Region Start (nt) Ende (nt)

FLuc 1761 109

T7 promoter 1791 1774

lac promoter 1859 1888

AmpR 2971 3831

AmpR promoter 3873 3901

Plasmid zur Herstellung von HCV-Reporter-RNA, welche zur Normalisierung des Luciferase-Assay

bendtigt wurden. Das Plasmid enthalt das Gen fiir die Firefly-Luciferase.

Die weiteren Bestandteile sind unterhalb der Karte aufgelistet. AuRerdem

Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt.

sind die



pUC18_J6/IFH1_hRLuc

pUC18_J6/JFH1_hRLuc
4373 bps

AlwNI

lac promoter

Pcil BamHI
Afllll
EcoRI
Region Start (nt) Ende (nt)
lacz 393 250
T7 promoter 405 421
5°-UTR 422 761
hRLuc 804 1733
NS5B Fragment 1746 1766
3’-UTR 1767 2002
HDVRz 2003 2089
T7 terminator 2090 2136
lac promoter 2230 2201
pBR322 origin 3158 2539
AmpR 4173 3313
AmpR promoter 4243 4215

Plasmid zur Herstellung von HCV-Reporter-RNA fiir den Luciferase-Assay mit der HCV-IRES, einem
NS5B-Fragment welches die supplemental-Region der S3-Bindungsstelle enthalt und die 3’-UTR mit
der seed-target-Sequenz. Dargestellt ist exemplarisch das Wildtyp Plasmid. In weiteren Plasmiden lag
die S3-Bindungsstelle mutiert vor.

Die weiteren Bestandteile sind unterhalb der Karte aufgelistet. AulRerdem sind die
Erkennungssequenzen aller einfachen Restriktionsschnittstellen im Plasmid angezeigt.



Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

@ hinzufligen

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

pm Mikrometer

UM Mikromolar

32P radioaktives Phosphorisotop

5B.1 erste miR-122-Bindungsstelle in der NS5B-kodierenden Region

5B.2 zweite miR-122-Bindungsstelle in der NS5B-kodierenden Region

5B.3 dritte miR-122-Bindungsstelle in der NS5B-kodierenden Region

A Adenosin

Ago Argonaute

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AmpR Ampicillinresistenz

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar

bpp base pair probability

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

C. elegans Caenorhabditis elegans

ca. circa

Cap m7-Gppp (am 5°-Ende der mRNA (iber eine 5°-5"-Bindung angefligtes
7-Methylguanosin)

CD81 Tetraspanin

CLDN1 Claudin-1

co complete-Bindungsstelle

co-IP co-Immunoprazipitation

CRE cis-acting replication element

D. melanogaster Drosophila melanogaster

ddH20 doppelt destilliertes Wasser

DLS dimer linkage sequence

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

E1l Envelope Protein 1

E2 Envelope Protein 2

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

elF eukaryotischer Initiationsfaktor

EMCV Encephalomyokarditis Virus

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESCRT endosomal-sorting complex required for transport

et al. et alii (und andere)

FBS fetal bovine serum (fétales Rinderserum)



FLuc Firefly Luciferase

fwd forward (vorwarts)

g Gravitationskonstante

G Guanin

GAG Glycosaminoglycan

GTP Guanosintriphosphat

h hour (Stunde)

HCC hepatocellular carcinoma

HCV Hepatitis C Virus

hnRNP hererogeneous nuclear ribonucleoprotein (heterogenes nukledres
Ribonukleoprotein)

IRES internal ribosome entry site (interne Ribosomeneintrittsstelle)

ITAF IRES-trans-aktivierender Faktor

kb Kilobase

kDa Kilodalton

KH K homolog

LB Lennox Broth

LDL Lipoprotein-Partikel

LDLR low-density lipoprotein receptor

M Molar

m7GpppN 7-methyl Guanosin

mA Milliampere

mat mature (reif)

Met-tRNAi Methionin-beladene Initiator-tRNA

MFE minimum free energy

min Minute

miR-122* Gegenstrang zur Herstellung von microRNA-Duplexen

miRISC miRNA-induced silencing complex

miRNA microRNA

ml Milliliter

mM Millimol/I

mRNA messenger-RNA (Boten-RNA),

ms Millisekunde

ng Nanogramm

nm Nanometer

NS Nicht-Struktur-Protein

NSAP1 mice minute virus NS1-associated protein 1

nt Nukleotide

OCLN Occludin

oD optische Dichte

ORF open reading frame

PABP Poly(A) binding protein

PAZ Piwi, Argonaute, Zwille

P-bodies processing bodies

PBS Phosphate-buffered saline

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

pg Picogramm

pH pondus hydrogenii

PIWI P-element induced wimpy testis

PK Pseudoknoten

PV Poliovirus

PVDF Polyvinylidenfluoride

py Oligopyrimidin-Trakt

rev reverse (rickwarts)



RISC RNA-induced silencing complex

RLuc Renilla Luciferase

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsdure)

RNase Ribonuklease

rNTP Ribonucleosidtriphosphat

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RRM RNA recognition motif (RNA-Erkennungs-Motiv)
RT Raumtemperatur

S Svedberg-Einheit

S1 erste miR-122-Bindungsstelle in der 5°-UTR

S2 zweite miR-122-Bindungsstelle in der 5°-UTR
S3 miR-122-Bindungsstelle in der 3'-UTR

SCARB1 Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
se seed-target-Sequenz

SL stem-loop

SMN survival of motor neurons

Ss single strand (Einzelstrang)

ssp single strand probability (Einzelstrangwahrscheinlichkeit)
su supplemental-Region

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-Essigsaure

TBS Tris bufferd saline

TBST Tris bufferd saline mit Tween20

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TFB Transformations-Puffer

TRBP human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tRNA transfer-RNA

u Unit (Einheit der Enzymaktivitat), Uracil

u.a. unter anderem

UE Untereinheit

uTP Uridintriphosphat

UTR untranslated region (nicht-translatierte-Region)
uv Ultraviolet

U.N. Uber Nacht

Vv Volt

Vol. Volumen

VR variable Region

WB Western Blot

WHO world health organisation (Weltgesundheitsorganisation)
WT Wildtyp

a alpha

B beta
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