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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist die Hauptursache fiir chronische Lebererkrankungen und fiihrt in einer
Vielzahl von Fillen zur Entstehung von Leberzirrhose und hepatozellulirem Karzinom. HCV gehort zu der
Familie der Flaviviridae und besteht aus einem einzelstringigen RNA-Genom in Plusstrangorientierung
mit einer Lange von etwa 9,6 kB. Hoch konservierte untranslatierte 5° (IRES) und 3 'Regionen schlielen
den HCV ORF (Open Reading Frame) ein, wobei die IRES (Interne Ribosomen Eintrittstelle) als
Bindungsstelle fiir Ribosomen und zelluldre Kofaktoren essentiell fiir die Cap-unabhéngige Translation ist.
Ziel dieser Arbeit war, durch verschiedene HCV RNA- und HCV Kofaktor RNA-gerichtete antivirale
Strategien die subgenomische Replikation und Translation des Hepatitis C Virus zu inhibieren.

Zuerst wurden diverse zelluldre Proteine in Bezug auf ihre potentielle Rolle als Kofaktoren des HCV
Replikationszyklus tiberpriift. Mittels PCR wurden die cDNAs mehrere Gene in Sense- und in Antisense-
Orientierung in einen eukaryotischen Expressionsvektor kloniert und transient in HuH-7 Zellen, die ein
subgenomisches monocistronisches HCV Replikon exprimieren, transfiziert. Die Expression der Gene
wurde zunichst auf RNA Ebene bestitigt und anschlieBend auf Verminderung, bzw. Erh6hung des Protein
Levels tiberpriift. Durch die genspezifische Expression von a) PTB (Polypyrimidin Tract Binding Protein),
b) PSMA7 (Proteasome a-subunit 7) und ¢) HuR (Human Antigen R) in Sense-Orientierung zeigte sich
eine deutliche erhohte HCV RNA und NS5B Protein Expression, wohingegen durch die genspezifische
Expression von Antisense-RNA der HCV RNA und Protein Level wesentlich vermindert wurde und diese
Proteine somit als essentielle HCV Kofaktoren identifiziert werden konnten.

RNA Interferenz ist ein evolutionédr konservierter Mechanismus um Ziel-RNA sequenzspezifisch durch
small interfering RNA zu spalten und die Genexpression zu unterbinden. So wurden Plasmid-exprimierte
shRNAs, die gegen die HCV 5'und 3'UTR sowie gegen HCV Kofaktoren gerichtet sind, einerseits in
einem Luciferase Reportersystem und andererseits in monocistronischen HCV Replikonzellen auf
Inhibition der HCV Replikation und IRES-vermittelten Translation tiberpriift. ShRNAs, die gegen die hoch
konservierten HCV Regionen gerichtet sind, vermochten die Replikation und Translation effektiv zu
inhibieren. Durch die genspezifische Inhibition von PTB, PSMA7 und HuR konnte ein indirekter
inhibitorischer, wenn auch vergleichsweise geringerer Effekt auf den HCV Replikationszyklus detektiert
werden.

HCV- und HCV Kofaktor-gerichtete ShRNAs wurden in unterschiedlichen Kombinationen in dem HCV
Replikonsystem auf synergistische Effekte {iberpriift und zeigten in einigen Fillen moderate Verstiarkungen
des inhibitorischen Effektes. Dabei war RNA Interferenz gegen die HCV 5° UTR und gleichzeitig gegen
die HCV 3'UTR besonders effektiv. Bei der Kombination von Kofaktor-gerichteten shRNAs konnte die
Inhibition des HCV Replikationszyklus im Vergleich zu einzelnen shRNAs additiv verstirkt werden. In
einer dualen antiviralen RNA-gerichteten Strategiec wurde die Wirkung der Kombination von RNA
Interferenz und Ribozym-vermittelter Spaltung auf HCV getestet. Haarnadel Ribozyme, kleine katalytische
RNA Molekiile, werden dabei im Gegensatz zu U6 Promoter getriebenen shRNAs unter der Kontrolle des
tRNA"* Promotersystem exprimiert Bei der Nutzung unterschiedlicher Systeme konnte die subgenomische
HCV Replikation und Translation durch Kombinationen von HCV-gerichteten shRNAs und HCV-
gerichteten Haarnadel Ribozymen besonders effektiv inhibiert werden.

In Proliferationsuntersuchungen wurde dann ausgeschlossen, dass die Inhibition von zelluldren
Proteinen durch shRNAs neben der HCV inhibitorischen Wirkung auch zur Beeintrachtigung der
Lebensfahigkeit der HuH-7 Zellen fiihrte. Die Induktion von Interferon aufgrund der Expression von small
hairpin RNAs, Ribozymen und Antisense-RNA in den HuH-7 Zellen wurde anschlieBend durch
Uberpriifung einer mdglichen Aktivierung des Interferon-induzierten Jak-Stat-Signalweg ausgeschlossen.

Fiir die Identifikation von Gensequenzen neuer effektiver HCV inhibierender siRNAs und Ribozyme
aus Bibliotheken wurde ein tCD4-Expressionssystem entwickelt und stabil in HuH-7 Zellen exprimiert, bei
dem ein funktionell inaktiver CD4-Oberflichenrezeptor unter der Kontrolle der HCV 57und 3'Region
translatiert wird. Effiziente HCV 5und 3'UTR- oder HCV Kofaktor-gerichtete siRNAs und Ribozyme
unterbinden die Oberflachenexpression von CD4 und kénnen dadurch identifiziert werden.

Schlagwdorter: Hepatitis C Virus, RNA Interferenz, Ribozym



2. Abstract

2. Abstract

Persistent infection with Hepatitis C virus (HCV), a member of the Flaviviridae family of viruses,
is a major cause of chronic liver disease. HCV infection can lead to the development of liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. The HCV genome is a positive-stranded ~9.6-kb RNA molecule
consisting of a single open reading frame (ORF), which is flanked by highly conserved 5' and 3' UTR.
The HCV 5' UTR contains a highly structured internal ribosome entry site (IRES) that serves as a
binding site for 40s ribosomes and necessary cofactors.

The aim of this study was to inhibit subgenomic HCV replication and translation by different
HCV- and HCV cofactor-directed antiviral strategies.

Initially, several selected cellular proteins were tested for their role as potential cofactors of the
HCV replication cycle. Genes were amplified by PCR and inserted in sense and antisense orientation
into a eucaryotic expression vector. HuH7 cells that stably express a subgenomic monocistronic HCV
replicon were transfected with sense and antisense plasmids and analyzed for gene expression as well
as the decrease or increase of gene specific protein expression. These methods allowed identification
of cellular proteins which are essential HCV cofactors. HCV RNA and NS5B protein expression were
enhanced significantly by gene expression of a) PTB (Polypyrimidine Tract Binding Protein), b)
PSMA7 (Proteasome a-subunit 7) and ¢) HuR (Human Antigen R) in sense orientation, whereas
expression of gene specific antisense RNA diminished HCV RNA and protein levels.

RNA interference is an old evolutionarily conserved mechanism that is triggered by small
interfering RNA, which is responsible for specific cleavage of target sequences. A panel of plasmid-
based small hairpin RNAs targeting highly conserved HCV 5 and 3 regions and HCV cofactors were
designed and tested for inhibition of HCV replication and IRES-mediated translation in a luciferase
reporter system and in subgenomic HCV replicon cells. ShRNAs targeting highly conserved HCV
regions inhibited subgenomic HCV replication and translation efficiently. A clear but comparatively
slighter inhibitory effect on HCV replication cycle could be shown by gene specific inhibition of PTB,
PSMA7 and HuR.

Synergistic effects of combinations of HCV and HCV cofactor-directed shRNAs were tested and
shRNAs revealed moderate increase of the HCV inhibitory effect. The combination of HCV 5’and
3'UTR-directed shRNAs have been especially effective. Silencing of two HCV cofactors
simultaneously by shRNA combination showed an additive enhancement of HCV replication cycle
inhibition compared with single shRNAs. Next, the effect of RNA interference and hairpin ribozyme-
mediated cleavage on HCV has been tested in a dual antiviral RNA-directed strategy by combining
shRNAs and ribozymes. Hairpin ribozymes are small catalytic RNA molecules under the control of
the tRNAY" promoter in contrast to shRNAs which are driven by U6 promoter. HCV-directed
ribozyme and shRNA combinations revealed a strong inhibition of HCV subgenomic replication as
well as IRES-mediated translation.

It is possible that viability of shRNA-transfected HuH7 cells could have been impaired by
inhibition of cellular proteins that might have essential functions. The possibility of unwelcome effects
was ruled out by examination of cell cycle proliferation. Transfection of shRNAs, ribozymes or
antisense RNA might also lead to the induction of interferon by activating the Jak/Stat-signal pathway.
The induction of interferon was excluded to confirm the specific HCV inhibitory effects of RNA-
directed strategies.

In order to identify new, efficient HCV inhibiting siRNAs and ribozymes from libraries, a CD4
expressionsystem was developed and stably expressed in HuH7 cells: a functional inactive CD4
surface receptor is expressed under the control of HCV 5’and 3"'UTR. Efficiently cleaving HCV 5" and
3'UTR-directed shRNAs and ribozymes prevent CD4 surface expression and can be easily identified.

Keywords: hepatitis C virus, RNA interference, ribozyme
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3.1 Virale Hepatitis

Als Hepatitis wird ein Krankheitsbild bezeichnet, dass sich primidr auf die Leber
beschrinkt und nur sekundir andere Organsysteme in Mitleidenschaft zieht. Neben
Autoimmunhepatitiden, alkoholtoxischen Hepatitiden, der primér sklerosierenden Cholangitis
(PSC) und metabolischen Lebererkrankungen sind vor allem virusbedingte Hepatitiden durch
Hepatitis A Virus (Picornaviren) [1], Hepatitis B Virus (Hepadnaviren) [2], Hepatitis C
Virus (Flaviviren) [3], Hepatitis D Virus (Hepadnaviren) [4], Hepatitis E Virus (Caliciviren)
[5], Hepatitis G Virus (Flaviviren) [6, 7] und Transfusion Transmissible Virus (Circinoviren)
[8] vorherrschend. Einige Hepatitiserkrankungen koénnen neben der unterschiedlichen
Atiologie und Klinik pathologische, nekrotisierende Verinderung des Leberparenchyms
verursachen. Trotzdem kann manche Hepatitis auch durch symptomloses Triagertum
gekennzeichnet sein, das auch ohne Dauerschiden der Leber vorkommen kann. Andere
Formen der Hepatitis gehen schnell in eine chronisch verlaufende Hepatitis iiber, die im
leichten Fall als milder nicht aggressiver Prozess verlduft und als chronisch-persistierende
Hepatitis bezeichnet wird. Ausschlaggebend ist dabei, dass es nur zu einer ganz geringen
Virusreplikation kommt und auch nur minimale Leberveranderungen zur Folge hat. Eine
wesentlich schlechtere Prognose hat dabei die chronisch-aggressive Hepatitis, eine
progrediente Lebererkrankung, die sich durch chronische hochreplikative Phasen (Virdmie)
auszeichnet und mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer irreversiblen Zerstorung der
Léappchen- und GeféaBstruktur der Leber mit Bildung von Regeneratknoten (Leberzirrhose)
fiihrt. Letztlich kommt es bei einem Teil der Patienten mit Leberzirrhose auch zur Entstehung

eines hepatozelluldren Karzinoms.

3.2 Hepatitis C Virus - Infektion und Therapie

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist ein einzelstrangiges RNA-Virus in Plusstrangorientierung
mit ca. 9,6 kB Léinge und gehort zur Familie der Flaviviridae [9], in die auch das
Gelbfiebervirus und das Denguevirus eingeordnet werden. HCV stellt ein bedeutendes
gesundheitliches Problem dar, weil es zu chronischen Lebererkrankungen und in etwa 20%
der HCV Infektionen auch zu der Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms fiihrt. HCV

wird durch direkten Kontakt mit Blut und anderen Korperfliissigkeiten infizierter Personen
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iibertragen, wobei infizierte Blutkonserven, kontaminierte Injektionsbestecke von
Drogenabhédngigen sowie ungeschiitzter Geschlechtsverkehr als Hauptiibertragungswege
gelten. Weltweit sind 1-2% der Weltbevdlkerung chronisch mit dem Hepatitis C Virus
infiziert.

HCV besitzt eine hohe genetische Varianz, die zur Entstehung von 12 bisher
bekannten Genotypen fiihrte. Innerhalb dieser Genotypen wurden dariiber hinaus zahlreiche
genetisch modifizierte Subtypen klassifiziert. Transkriptionsungenauigkeit bei gleichzeitiger
mangelhafter Proofreading Aktivitdt der viralen RNA-abhéngigen RNA Polymerase wihrend
des HCV-Replikationszyklus (Abb.3.2) begiinstigen die Etablierung genetischer
Verdanderungen im Virusgenom. So kann es im Bereich hypervariabler Regionen (HVR) zu
entscheidenen Mutationen kommen, die zu neuen HCV Varianten fiihren oder neue
rekombinante Hepatitis C Viren durch gleichzeitige Infektion mit zwei verschiedenen HCV
Subtypen entstehen lassen. Dabei sind hauptséchlich Bereiche in den variablen Sequenzen der
Hiillproteine (E1/2), des Core Proteins sowie des Nichtstrukturproteins NS5A (Abb.3.1)
betroffen und ermoglichen dem Virus, dem Immunsystem durch verdnderte Antigenstrukturen
zu entkommen (,,immune escape®). Gerade aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer
Therapieansdtze, insbesondere von Kombinationen aus unterschiedlich wirkenden
Substanzen, von besonderer Bedeutung. Dabei stellt die Entwicklung einer chronischen
Hepatitis C ein besonderes Problem dar. Studien haben gezeigt, dass bei iiber 90 % der
Patienten, denen bei einer frischen HCV Infektion sofort Interferon a iiber einen liangeren
Zeitraum in hoher Dosis appliziert wurde, keine HCV-RNA mehr nachweisbar war [10]. Da
aber 80 % der akuten HCV Infektionen inapparent sind und deshalb oft unerkannt bleiben,
gehen diese schlieBlich in chronische Hepatiden iiber. Bei einem groflen Teil der Patienten
mit chronischer HCV-Infektion treten fibrotische Verdnderungen der Leber auf, die im
weiteren Verlauf zur Leberzirrhose und zur Entwicklung eines hepatozellulirem Karzinoms
(HCC) fiihren. Nach Lebertransplantation aufgrund HCV-induzierter Leberzirrhose oder HCC
wurde bei zahlreichen transplantierten Patienten eine Reinfektion durch extrahepatische HCV
Manifestationen diagnostiziert. Dariliber hinaus fiihrt die antivirale Behandlung bei vielen
Patienten nicht zu einem Abfall der HCV-RNA unter die Nachweisgrenze (Non-responder
oder bei zuerst auf die Therapie ansprechende Patienten zeigte sich nach Therapieende wieder
ein erhohter HCV-RNA Spiegel (Relapse-Patienten). Die mangelhafte Effizienz der aktuellen
HCV-Therapie macht die Entwicklung neuer antiviraler Strategien dringend notwendig. Die
urspriingliche Monotherapie mit Interferon a, die bei 20% der Patienten eine Heilung erzielte

[11], wurde durch eine Kombinationstherapie mit Ribavirin wesentlich verbessert [12]. Eine
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weitere Steigerung der Effektivitdt erfolgte durch chemische Modifikation des Interferons in
Form einer Pegylierung [13] und duch die Kombinationstherapie mit Amantadin, einem
chiralen trizyklischen Amin.

Ziel neuer HCV-gerichteter Therapieansitze ist eine spezifische und effektive
Spaltung hochkonservierter Bereiche der genomischen HCV-RNA. Katalytische RNA-
Molekiile, sogenannte Ribozyme, sind in der Lage spezifisch HCV-RNA in-vitro effektiv zu
inhibieren, wobei eine erste in-vivo Pilotstudie nur bei 3 von 33 Patienten erfolgreich war.
RNA Interferenz, eine spezifische Spaltung von RNA durch einen RNA-Induced-Silencing-
Complex (RISC), zeigt in neuesten Studien in vitro eine noch effektivere Inhibition viraler
HCV-RNA als Ribozyme. So konnten diese neuen antiviralen Strategien in Kombination mit

Interferon und Ribavirin zur Optimierung der HCV-Therapie fiihren.

33 Genomstruktur

Das Hepatitis C Virus besteht aus einer Lipidhiille mit den viralen
Oberflachenglykoproteinen E1 (gp33) und E2 (gp70) und hat einen Durchmesser von etwa
50nm. Im Inneren des Viruspartikels umgibt das Capsid, bestehend aus Core Protein
Partikeln, das Genom mit einer Lange von etwa 9600 Nukleotiden, das aus einer
einzelstringigen RNA in Plusstrangorientierung besteht [3]. Das RNA-Genom des HCV
beinhaltet einen offenen Leserahmen (Open Reading Frame), von dem ein Polyprotein von ca.
3000 Aminosduren abgelesen wird [14]. Der HCV Leserahmen wird von 5'und 3'nicht-
kodierenden Regionen umschlossen, die unter den verschiedenen HCV Genotypen
hochkonserviert sind.

Die 5'UTR (untranslatierte Region) besteht aus ca. 341 Nukleotiden und faltet sich zu
einer stark ausgebildeten, stabilen Sekundérstruktur, die insgesamt 4 stem loops mit
intramolekularen, doppelstrangigen Sequenzabschnitten bildet. Diese Sekundérstruktur wird
als HCV Internal Ribosomal Entry Site (IRES) bezeichnet [15] und initiiert die Translation
des HCV-Genoms cap-unabhingig im Gegensatz zur cap-abhéingigen Translation zelluldrer
mRNAs. Da das virale Genom bereits als RNA in Plusstrangorientierung vorliegt, erkennen
die ribosomalen Untereinheiten das HCV-Genom als mRNA, binden an die IRES und
interagieren mit dem Methionin-AUG-Startcodon des Polyproteins um die Translation zu
initiieren. Eine besondere Rolle scheinen auch verschiedene zelluldre Proteine in der Funktion

als Kofaktoren und RNA-bindende Proteine der HCV Replikation und Translation zu spielen.
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Die untranslatierte 3'Region hinter dem offenen Leserahmen des Hepatitis C Virus
besteht aus einer wenig konservierten 30-40 Nukleotide langen Region, einem
Polypyrimidintrakt aus etwa 20-200 Nukleotiden und abschlieBend einer abermals
hochkonservierten Region von 98 Nukleotiden (3°X), die ebenfalls eine aus 3 stem loops
gefaltete Sekundarstruktur ausbildet. Die 3°X Region des HCV ist fiir die Initiierung der
Synthese der Minusstrang-RNA unter Bildung eines Membran-assoziierten Komplex mit der
NS5B RNA Polymerase und zelluliren Proteinen von besonderer Bedeutung, zusétzlich
stimuliert die 3"X Region die HCV IRES-abhingige Translation [16].

Wiéhrend der Translation prozessieren zelluldre und virale Proteasen das Polyprotein
in drei virale Strukturproteine und mindestens sechs virale Nichtstrukturproteine [17]. Das
Core Protein ist ein ca. 21 kDa groBes basisches Strukturprotein und bildet das Capsid
(Abb.3.1). Durch die hohe Anzahl basischer Aminosduren interagiert es mit dem RNA-
Genom zum Nukleokapsid. Das carboxyterminale Ende des Core Proteins ist stark hydrophob
und wirkt im Polyprotein als Signalpeptid fiir die Inkorparation der folgenden, in Translation
befindlichen Strukturproteine Elund E2 in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums
und bewirkt dann erst die Spaltung durch zelluldre Signalpeptidasen. Dem Core Protein
werden dariiber hinaus umfangreiche Einfliisse auf zellulire Prozesse zugeschrieben. In
transgenen Maéusen induziert die Expression des Core die Entwicklung von
Leberentziindungen und hepatozelluldarem Karzinom [18]. Weiter interagiert das Core Protein
mit dem Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a), wodurch weitere Cytokine freigesetzt werden,
die fiir eine inflammatorische Reaktion bei der HCV-Infektion verantwortlich sind [19].
Neueste Untersuchungen haben gezeigt, dass bei HBV und HCV Koinfektionen die
Genexpression und Replikation des HBV durch das HCV Core Protein supprimiert wird [20].
Dartiber hinaus aktiviert das HCV Core Protein TGF Beta 1 (Transforming Growth Factor -
Beta 1), welcher eine entscheidende Rolle bei der Narbenbildung und der HCV-abhéngigen
Fibrose spielt [21].

Die Strukturproteine E1 und E2 sind ca. 33 und 70 kDa grof3e glykosylierte Proteine
(Abb.3.1), die als stabile Heterodimere {iiber eine hydrophobe Aminosdurefolge im
carboxyterminalen Bereich in der Hiillmembran des HCV verankert sind. Die E1 und E2
Proteine verschiedener HCV Genotypen unterscheiden sich betrdchtlich, was auf das
Vorhandensein zweier hypervariablen Regionen (HVR1/ HVR2) im Bereich des E2 Proteins
zuriickfihren st [14, 22]. Diese Regionen verdndern sich durch die hohe
Mutationswahrscheinlichkeit des Virus und dem gleichzeitigen Selektionsdruck durch das

Immunsystem. Die durch Mutation verdanderten E1/E2 Hiillproteine sind als Epitop auf der
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Hiillmembran durch Antikdrper, die die urspriingliche HVR Region als Epitop erkannt haben,
nicht mehr zu binden (,,immune escape®). Dariiber hinaus wird bei dem E2 Hiillprotein eine
Funktion zur Hemmung antiviraler Abwehrmechanismen vermutet. Nach der Induktion durch
Interferon vermindert die dsRNA-aktivierte Proteinkinase (PKR) normalerweise die
Proteinsynthese durch Phosphorylierung des eukaryotischen Initiierungsfaktors elF2a. In
Zellen, die E2 exprimieren unterbleibt diese Reaktion, so dass die Translation trotz Interferon
fortgefiihrt wird [22, 27, 28]. Das zwischen den Struktur- und Nichtstrukturproteinen
gelegene HCV Protein p7 (Abb.3.1) wurde nach neuesten Erkenntnissen als Membranprotein

mit der Funktion eines Ionenkanals beschrieben [23, 24].

5'UTR }—Strukturproteine H Nichtstrukturproteine 4{ 3'UTR
-konserviert- hyper variabel -konserviert-
Spaltung durch zelluldre Signalpeptidasen -Spaltung durch NS3/NS4A4-Protease
v v vy v v v v

342 915 1490 2579 2769 3419 5313 5476 6258 7600 9374 9621
core | Bt | B2 |p7| Wsz | N33 NS4 Ns4B | nssa | wsse | SME

Capsid Hiillprotein2 Metalloprotease NS3Protease Interferon Sensitivity

22kDa 70kDa 23kDa Kofaktor Determing region
8kDa 58kDa

Hiillproteinl ~ Membranprotein Serinprotease Unbekannt RNA-abhdingige
31KDa lonenkanal Helikase 27kDa RNA Polymerase
7kDa 70kDa 68kDa

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Genoms des Hepatitis C Virus. Dargestellt ist der Open Reading Frame sowie die
beiden 5" und 3’ nicht kodierenden Regionen mit ihren potentiellen Sekundérstrukturen. Die Spaltung des
Polyproteins in einzelne Proteine wird durch zelluldre, bzw. virale Proteasen umgesetzt. Die prozessierten
Proteine sind mit ihrer Funktion und Molekulargrofe angegeben.

Das Nichtstrukturprotein NS2 ist ein 23 kDa grof3es hydrophobes Protein und besitzt
in seinem carboxyterminalen Bereich eine katalytische Domine einer ZN**-abhingigen
Metalloprotease (NS3) (Abb.3.1) [25]. Dabei kommt es zu einer autokatalytischen Spaltung
zwischen NS2 und NS3 des HCV Polyproteins. Neben der Funktion einer Serinprotease zur
ebenfalls autokatalytischen Spaltung zwischen NS3 und NS4 [29] besitzt das
Nichtstrukturprotein =~ NS3  auch eine  Helikasefunktion zur Entwindung von
Sekundarstrukturen, die sich wéhrend der Replikation als stérend erweisen wiirden [30, 31].

NS4A ist ein kleines Protein von ca. 8 kDa (Abb.3.1), dass neben der Funktion als Kofaktor
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der NS3/ NS4-Protease auch an der Phosphorylierung des NS5A-Proteins beteiligt ist. Die
Funktion des 27 kDa grof3en NS4B ist nicht bekannt. NS5A ist 58 kDa grof3 (Abb.3.1) und hat
vermutlich transaktivierende Funktionen, in der sogenannten Interferon Sensitivity Determing
Region (ISDR) von NS5A scheinen Mutationen dieser Region mit dem Ansprechen von
Patienten auf die Therapie mit Interferon alpha zu korrelieren [26, 32]. Das Protein NS5B hat
eine GrofBle von 68 kDa und konnte als RNA-abhingige RNA Polymerase identifiziert werden
[33].

3.4 Replikationszyklus

Das Hepatitis C Virus infiziert in erster Linie die humanen Hepatozyten. Auch an
experimentell infizierten Schimpansen [Pan troglodytes] wurde die Infektion gezeigt [44] und
kann mittels immunhistochemischer Methoden oder in-situ Hybridisierung nachgewiesen
werden [45]. Die Tatsache, dass alle Patienten, die eine Lebertransplantation erhalten haben,
anschliefend wieder re-infiziert wurden [46] ldsst auf eine extrahepatische Virusvermehrung
schlieen. So wurde die Virusreplikation durch sensitive RT-PCR-Methoden extrahepatisch
unter anderem in oralem Karzinomgewebe des Mundes [47], allgemein in der
Mundschleimhaut [48], in peripheren dendritischen Blutzellen [49], in Knochenmarkszellen
[50] und in der Speicheldriise [51] nachgewiesen.

Die Adsorption des infektiosen HCV Partikels an die Rezeptoren der Zelloberfldche
ist noch nicht vollstindig aufgeklért, jedoch scheinen die Glykoproteine E1 und E2 der
Hiilllmembran des Virus fiir die Rezeptorbindung und die Fusion von Virusmembran und
Zellmembran im Cytoplasma verantwortlich zu sein. Das virale E2-Protein vermittelt dabei
die Bindung an die zelluliren Rezeptoren [52]. Als Bindungspartner von E2 sind mehrere
zelluldre Rezeptoren diskutiert worden, wobei ein Zusammenspiel von mehreren Faktoren am
wahrscheinlichsten ist. So konnte die Bindung des HCV an das CD 81-Molekiil nachgewiesen
werden [53]. Es wurde gezeigt, dass urspriinglich CD81 negative Zellen nach induzierter
Expression von CDS81 fiir die Infektion des Hepatitis C Virus zugénglich waren [54].
AuBerdem bindet rekombinantes E2-Protein auch an CD81 von Tamarinen [Saguinus
oedipus], afrikanischen Affen, die vorher nicht fir HCV zugénglich waren [55]. CD81 hat
vier Transmembranbereiche und bildet dementsprechend zwei extrazellulire Loops, von
denen der kleinere fiir die korrekte Oberflichenexpression des grolen Loops, der
mutmallichen Bindungsstelle des E2-Proteins, verantwortlich ist [56]. Der Human Scavenger

Receptor Class B Type 1 (SR-B1), ein High Density Lipoprotein Internalization Molecule,
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wurde kiirzlich als weiterer Kofaktor fiir den Eintritt von HCV in die Zelle identifiziert. Dabei
wurde durch eine spezifische Blockierung von SR-B1 durch Antikorper die Infektidsitit von
HCV verhindert [57]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass HCV in Verbindung mit dem
,low density protein® als Komplex mit dem LDL Rezeptor reagiert und eine endocytotische
Aufnahme fordert. Die Anzahl der LDL Rezeptoren korrelierte dabei mit der Menge
aufgenommener viraler Partikel in der Zelle und war unabhéngig von der Menge an CD81-
Molekiilen [58]. Der Mechanismus der Adsorption ist noch nicht vollkommen aufgeklért,
jedoch scheint es, dass eine Reihe von Faktoren und deren Zusammenspiel fiir eine optimale

Adsorption und Aufnahme des Hepatitis C Virus nétig sind.

Adsorption an
Rezeptor

Infektioser

Viruspartikel
HCV (-)-8trang RNA

SN NN ND5
t Replikation W 3
Freisetzung (+)-Strang RNA
CvtoIgI‘Zsma § ‘ NSSB l Aizlag:;t
Prozessie\r'l';};g‘; : >

' -
HCV Polyprotein | ..-*

Ribosomen

Translation . W
i | Endoplasmatisches
= Reticulum

3
“.»_ genomische HCV (+)-

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des HCV Replikationszyklus.

Nach der Adsorption an der Zelloberfldche gelangt das Virus durch Endocytose in die
Zelle. Durch Ansduerung des Endosomens {iiber eine ATP-abhingige H-+-lonenpumpe
verschmilzt die Endosomenmembran unter Mithilfe des E-Proteins mit der des Virus und

entldsst die genomische (+)-Strang-RNA ins Cytoplasma. Dort kommt es zur Ausbildung der
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charakteristischen Sekundirstruktur der HCV Internal Ribosome Entry Site [59] und der
nicht-kodierenden 3'Region. Die IRES interagiert darauthin mit den zelluldren Untereinheiten
der Ribosomen und beginnt die Translation des Polyproteins. Der Vorgang wird kurzzeitig
nach der Translation des aminoterminalen Bereiches des Core Proteins gestoppt, da eine
hydrophobe Doméne im Bereich des carboxyterminalen Endes als Signalsequenz wirkt. Sie
interagiert mit dem Signal Recognition Particle (SRP), einem aus mehreren zelluldren
Proteinen bestehenden Komplex, und bewirkt den Transport zum endoplasmatischen
Retikulum [60]. Die Translation wird dann fortgefiihrt und bleibt dann fortwédhrend eng mit
dem ER assoziiert. Dabei werden die Transmembran-Domidnen der E-Proteine in der
Lipidschicht verankert. Zelluldre und virale Proteasen prozessieren das Polyprotein dann in
die einzelnen funktionellen Proteine. Sobald die RNA-abhidngige RNA Polymerase (NS5B)
im Cytoplasma prozessiert vorliegt, schreibt sie die genomische (+)-Strang RNA in den
Minusstrang um, der in erster Hinsicht der Neubildung und Vervielféltigung von genomischer
Plusstrang-RNA dient, die letztendlich im Vergleich zum Minusstrang in 10-facher Menge
vorliegt [61].

Die Morphogenese zu infektiosen Hepatitis C Viruspartikeln findet letztlich ebenfalls
an der ER Membran statt. Das an das ER angelagerte Core Protein bindet aufgrund seines
basischen Charakters die neu synthetisierte Plusstrang-RNA und interagiert ebenso mit den in
die ER Membran eingelagerten E-Proteinen und initiiert so die Einstiilpung der Membran zu
neuen Partikeln. Durch den Golgi-Apparat werden die neuen Viren zur Zelloberfldche

gebracht und dort durch Verschmelzung von ER Membran und Zellmembran entlassen.

3.5 Kofaktoren der HCV Replikation und Translation

Das Hepatitis C Virus ist fiir die Aufrechterhaltung des viralen Replikationszyklus neben
den viruseigenen Proteinen, wie die NSS2/3-Protease und die NS5B-Polymerase vor allem
auch auf die Nutzung von zelluldren Proteinen angewiesen. Dabei konnte fiir eine Vielzahl
von zelluliren Proteinen eine Interaktion mit der HCV RNA, insbesondere mit den
hochkonservierten 5und 3 'Regionen, nachgewiesen werden. So wird fiir die Translation des
HCV Polyproteins neben zum Teil auch noch unbekannten Faktoren der Translationsapparat
der Wirtszelle genutzt, bei dem ein Komplex, bestehend aus 40S Ribosomen/ elF2/ GTP/
Met-tRNAM®"  zur cap-unabhingigen Translation an die HCV IRES bindet [34]. Dabei
wurden vor allem elF2By und elF2y als fiir die HCV IRES-vermittelte Translation wichtige
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Kofaktoren identifiziert [35]. Als weiteres Element dieses Translationsapparates wurde der
eukaryotische Initiationsfaktor 3 (elF3), der aus mehreren Untereinheiten besteht,
nachgewiesen und seine Bindung an den ,,stem loop III* des HCV gezeigt [36]. Bei einigen
zelluldiren RNA-Bindungsproteinen, wie PTB (Polypyrimidine Tract Binding Protein, 57 kDa)
[37], hnRNP C (Heterogenous NuclearRibonucleoprotein C) [104] sowie dem humanen LA
Autoantigen (50 kDa) [38] wurde ebenfalls die Protein-Bindung an verschiedenen Stellen im
HCV Genom nachgewiesen und zusétzlich auch die Modulation der HCV IRES Aktivitét

durch diese zelluldren Proteine gezeigt [39, 40].

Ein weiteres zelluldres

Protein, bei dem eine Modulation der

HCV IRES-vermittelten Translation
gezeigt werden konnte, ist PSMA7
(Proteasome Alpha-Subunit 7) [42],

welches eine Untereinheit des 20S

®

19S Proteosom

Proteosoms ist. Das 20S Proteosom
selbst ist ein  multikatalytischer

Komplex und besteht aus zwei duleren

%@@g 20S Proteosom
Ringen mit jeweils 7 a-Untereinheiten =~ PSMAL —p “m

und zwei inneren Ringen mit jeweils 7 PSMA7 —

B-Untereinheiten (Abb.3.3). Das 20S

Proteosom und zwei Einheiten des 19S 198 Proteosom

Proteosomen  setzen sich  zum ‘
katalytisch aktiven 26S Proteosomen
mit Peptidase Aktivitdt zusammen. Das

Proteosomen ist eine Komponente des
Abb.3.3:  Schematische Darstellung des 26S Immuno-

ATP-abhingigen proteolytischen proteosomens. Dargestellt sind das
zylinderféormige 20S Proteosomen und die
Weges und katalysiert den Abbau beiden endstindigen V-formig eingestiilpten
19S Proteosomen. Das 20S Proteosomen setzt
kritischer regulatorischer Proteine (z.B. sich aus 14 o- und 14 B- Untereinheiten
zusammen. Die Positionen von PSMAI1 und
Cycline) sowie transkriptioneller PSMA7 im 208 Proteosomen sind angezeigt.

Regulatoren (z.B. IkB) [43].
Bei dem RNA-Bindungsprotein HuR (Human antigen R, 38 kDa), das an AU-reichen

Regionen bindet, konnte nachgewiesen werden, dass es an den Positiv- als auch an den
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Negativstrang von HCV bindet und vermutlich HCV RNA-stabilisierende Eigenschaften
besitzt [41].

3.6 HCYV Replikation im Zellkultursystem

Zur Erforschung der Mechanismen der Infektion und Replikation sowie zur Erprobung
neuer antiviraler Therapieansitze wurden HCV replizierende Zellkulturen etabliert. Eine
kurzzeitige Infektion humaner und simianer Hepatozyten konnte durch Kultur mit
hochtitrigen HCV-positiven Seren erreicht werden [62]. Erst 1997 gelang die
Zusammensetzung eines HCV ¢cDNA Klons (H77 - Genotyp la) in mehreren Schritten aus
dem Serum eines HCV infizierten Patienten [63]. Die Infektidsitit konnte dann im
Schimpansen-Modell einwandfrei nachgewiesen werden. Dabei wurde in vitro aus der
erstellten cDNA eine Full-length-RNA synthetisiert und direkt in die Schimpansenleber
injiziert. Im Verlauf der Infektion konnte die virale Replikation eindeutig nachgewiesen
werden [64].

Die erste Zelllinie, die eine virale Replikation mit messbarem Level von HCV RNA
des Genotyps 1b aufwies, wurde erst 1999 etabliert. In diesem Zellkultursystem mit
bicistronischem Transkript steuert die EMCV IRES (Encephalomyocarditis Virus) die
Expression der Nichtstrukturproteine NS3-NS5B mit abschlieBendem HCV 3"UTR, wéhrend
die Strukturproteine nicht vorhanden sind. Die HCV IRES hingegen steuert die Expression
der Neomycinphophotransferase, mit der eine Selektion dieser HuH-7 Zellen mit G 418
gelang [65]. Dieses Konstrukt konnte daraufhin schon als Modell fiir die Testung von
Interferon o eingesetzt werden. Mittlerweile gelang die Etablierung eines neuen
subgenomischen Replikons (I1389/hyg-ubi/NS3-37/5.1)") in HuH-7 Zellen, bei der allerdings
die Nichtstrukturproteine NS3-NS5B unter der Kontrolle der HCV IRES exprimiert werden.
Dieses monocistronische subgenomische Replikon ermdglicht die Untersuchung der
Replikation von HCV und die Uberpriifung von antiviralen Strategien [56].

Da das HCV Genom durch seine viruseigene ungenaue RNA-abhingige RNA
Polymerase tliber eine hohe Mutationsrate wahrend der Replikation verfiigt, kann es bei der
Entwicklung von antiviralen Substanzen immer wieder zu Resistenzentwicklungen kommen.
Um diese Moglichkeit zu minimieren, sollten die unter den verschiedenen Genotypen
hochkonservierten 5” und 3° Regionen als Ziele anvisiert werden. Dariiber hinaus wurde
schon mehrfach gezeigt, dass diese Bereiche Bindungsregionen fiir mehrere zelluldre Proteine

darstellen [67, 38, 68], so dass neben direkten HCV-gerichteten Strategien auch indirekte

-18 -



3. Einleitung

Einfliisse durch Inhibition von HCV Kofaktoren eine Rolle spielen kénnen. Der Umstand,

dass HCV cap-unabhéngig durch die IRES und die meisten Proteine der Zelle cap-abhingig

translatiert werden, konnte zelluldre Prozesse durch HCV Kofaktor-gerichtete Strategien

weitgehend unbertihrt lassen. Da das Genom des Hepatitis C Virus genau wie das (-)-Strang

RNA Intermediat wéhrend der Replikation aus Ribonukleinsduren besteht, ist das Virus

pradestiniert fiir den Ansatz von antiviralen Strategien auf der Basis von RNA-gerichteten

Strategien. Entscheidend ist dabei auch die Tatsache, dass HCV ausschlieSlich im Cytoplasma

der Zelle repliziert und keine Integration des Virusgenoms ins Genom der Zelle erfolgt. So

konnen erfolgversprechende antivirale Strategien entwickelt werden, entweder durch die

Blockierung des RNA Virusgenoms durch Antisense-Molekiile, durch Spaltung der HCV
RNA mittels Ribozyme oder durch RNA Interferenz.

3.7

Inhibition durch Antisense Konstrukte

Die Anwendung der Antisense-Technik (Abb.3.4) [69] bietet die Moglichkeit, Proteine

und deren Funktion ndher zu charakterisieren. Bei dem Prozess kann die Translation

relevanter Gene in Proteine spezifisch durch den Einsatz von Antisense Oligonukleotiden

unterbunden oder zumindest herunterreguliert werden.

Cytoplasma

NUKLEUS

Kein
Protein

Translationsabbruch

Blockierung durch
Antisense

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Prinzips der Inhibition der Protein-Translation durch Antisense-

Oligonukleotide. Die mRNA wird spezifisch von Antisense-RNA gebunden und das Entlanggleiten der
Ribosomenuntereinheiten blockiert und die Proteinsynthese gestoppt. RNaseH baut anschliefend die
doppelstrangige RNA ab.
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Dabei werden entweder DNA-Molekiile direkt in die Empfangerzellen injiziert oder aber
durch ein Expressionsplasmid in die Zelle transfiziert. Nach der Transfektion des
eingebrachten Plasmids in die Zelle wird das Gen mit der komplementdren Sequenz zum
Zielgen durch den Replikationsapparat des Rezipienten abgelesen und als Antisense RNA
freigesetzt. Eine intermolekulare Bindung zwischen der Antisense RNA und der mRNA des
Zielgens verhindert dann die Bildung des Proteins, zum einen durch die sterische Blockierung
des am Strang entlanggleitenden Ribosomen und zum anderen durch die intrazelluldre
Ribonuklease H. Diese wird aufgrund der doppelstringigen RNA aktiviert und degradiert
irreversibel die durch den Antisense-Strang markierte mRNA [70].

Bei in-vitro Studien konnte eine Hemmung der HCV Genexpression durch Antisense
Oligonukleotide schon gezeigt werden [71]. In Hepatozyten, die das HCV Strukturprotein
Core exprimierten, wurde spezifisch die Translation unterbunden. Auch in-vivo konnte eine
Suppression durch Antisense-Molekiile schon gezeigt werden. Méiuse wurden mit einem
rekombinanten HCV Luciferase Vaccinia Virus infiziert und exprimierten in der Leber die
Luciferase. Die Aktivitit der HCV IRES-abhidngigen Luciferase konnte gezielt durch
Antisense-Molekiile inhibiert werden [72]. Um die Stabilitdt von Antisense-Molekiilen im
Serum zu erhdhen und sie unempfindlicher gegen Nukleasen zu machen, wurden
verschiedene chemische Modifikationen vorgenommen (z.B. Phosphothiorat). Jedoch wurden
in einigen Fillen dabei auch eine erhohte Toxizitdt durch Stimulation der Immunantwort, der
Komplimentaktivierung und einer verdnderten Blutgerinnung beobachtet [73]. Doch wurde
nicht bei allen Modifikationen toxische Begleiterscheinungen beobachtet, denn einen Schritt
weiter ist die Untersuchung von Fomivirsen, ein Antisense-Molekiil, dass schon als erstes
Medikament in klinischen Studien zur Behandlung von CMV Retinitis bei HIV-Patienten
zugelassen ist [74]. Ein Resultat, das zeigt, dass Antisense-Medikamente als antivirale

Strategie durchaus erfolgreich sein kdnnen.

3.8 Mechanismus der RNA Interferenz

RNA Interferenz (RNAi) ist ein evolutiondr konservierter Prozess, in dem die
Genexpression spezifisch durch homologe doppelstringige RNA (dsRNA) von 21- 23
Nukleotide Liange supprimiert wird (Abb.3.5). Dieser Prozess wurde zuerst in dem
Nematoden Caenorhabditis elegans sowie in Pflanzen entdeckt und ist evolutiondr als
Abwehrmechanismus gegen doppelstringige RNA-Viren entstanden [75, 76]. Sobald dsRNA,

ob durch artifizielle Injektion oder durch Viren, in das Cytoplasma einer Zelle iibertragen
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wird, erkennt ein RNaselll-dhnliches Enzym (,,Dicer”) [77] diese dsRNA als fremd und
spaltet sie in RNA-Fragmente, sogenannte small interfering RNA (siRNA) von 21-23 bp
Lange [78]. Die siRNA wird dann in einen Proteinkomplex eingebunden, den RNA-Induced
Silencing Complex* (RISC) (Abb.3.5), der unter anderem eine Helikase beinhaltet, die unter
ATP-Verbrauch die Duplex-siRNA in einzelstringige RNA entwindet [79]. In der Theorie
wird dabei der Antisense-Strang vom RISC inkorporiert und als Vorlage zum Auffinden, zur
Anheftung und zur Spaltung der Zielsequenz durch die Endonuklease genutzt [80]. Dabei
wurde gezeigt, dass aber genauso der Sense-Strang vom RISC zur spezifischen Spaltung
verwendet werden kann, wenn bestimmte Stabilitétsbedingungen am 5'und 3" Ende vorliegen

[81].

5, 3, 5, 3, 3’

U M g (OO 5
Long dsRNA Synthetische dsRNA Small Haarnadel

RNA

ATP ATP

ADP+Pi < Naselll-a.

ADP+Pi

5P 3'0OH

3'0H 5P

mRNA °

RISC/ siRNA-Antisense Komplex Keine Bindung und Spaltung
bindet und spaltet spezifisch der mRNA durch Sense-Strang
komplementare mRNA

Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Prinzips der RNA Interferenz. Dargestellt ist die Modifizierung der
Ausgangs-RNA durch ein RNaselll-dhnliches Enzym in die funktionell aktive Form der siRNA. Der
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) inkorporiert den Sense- oder Antisense-Strang als Vorlage fiir
die spezifische Bindung und Spaltung der Zielsequenz.

RNA Interferenz hat sich seit der Entdeckung der siRNAs zu einem essentiellen und
effektiven Werkzeug der Molekularbiologie entwickelt. So kann mittels dsRNAs, die kleiner
als 30 bp sind, spezifisch die RNA des Zielgens gespalten und somit die Translation und

Expression von Proteinen unterbunden werden. Eine unspezifische Interferonantwort der
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Zelle, die generell sémtliche mRNA Molekiile der Zelle degradiert und damit erheblich in den
Metabolismus der Zelle eingreift, wird durch diese kurzen doppelstringigen RNAs in der
Regel nicht hervorgerufen [78], wenn auch bei einigen Plasmid-kodierten shRNAs eine
Interferonantwort gezeigt werden konnte [82, 83].

Deshalb wurden Methoden entwickelt, um chemisch synthetisierte siRNAs oder
siRNA-exprimierende Plasmide vorerst in vitro auf ihre Funktionalitit zu iiberpriifen. Da
nicht jede siRNA ihren Zweck erfiillt, wurde gezeigt, dass bestimmte Bedingungen in dem
Design von siRNAs, neben der allgemeinen Formel 5 -4A4(N;9)TT-3’, vorhanden sein miissen,
um wirkungsvolle RNAi zu erreichen. Zielsequenzen sollten dabei nicht im Bereich der
S’UTR und 3'UTR gewidhlt werden, da Sekundirstrukturen oder Bindung von
Translationsfaktoren die Zuginglichkeit fiir siRNAs wesentlich erschweren oder sogar
verhindern konnten. Weiterhin scheinen 2 Nukleotide Uberhang am 3’Ende von
entscheidender Bedeutung zu sein, ebenso ein G/C-Gehalt von nicht mehr als 50 % sowie die
Vermeidung von mehr als 3 Guanosin in einer Reihe [84, 85].

Die effiziente Transfektion von synthetischen siRNAs in Zellen kann durch
Elektroporation oder durch lipophile Reagentien erreicht werden. Jedoch kann die
Transfektionstoxizitdt durch die lipophile Reagenz oder durch das Phosphatriickgrat der
synthetischen siRNA das Einbringen in die Zelle storen. Um diese Schwierigkeiten zu
iiberwinden, wurden Plasmide entwickelt, die siRNA als small Haarnadel RNA (shRNA)
unter der Kontrolle von verschiedenen Promotoren konstitutiv exprimieren. Eine effiziente als
auch stabile Suppression von Zielgenen konnte durch shRNAs in retroviralen Plasmiden
gezeigt werden, die vom RNA Polymerase III - U6 und HI Promoter [86], vom tRNAY?
Promoter [87] und RNA-Pol II basierten CMV Promoter [88] exprimiert wurden. Plasmid-
basierende shRNA Expression durch adenovirale Konstrukte, die nicht ins humane Genom
integrieren [89], kdnnten bei einer Gentherapie eine durchaus erfolgreiche Strategie sein.

Die Anwendung von RNA Interferenz in vivo wurde schon mehrmals gezeigt. Dabei
verhinderte die Co-Transfektion von siRNA und Reporterplasmid die Expression des
Reporters in murinen Geweben [90]. Ebenso wurde die Repression des endogenen pro-
apoptotischen Fas Rezeptors [91] und des Tyrosin Hydrolasegens im Gehirn von Miusen
durch siRNAs nachgewiesen [92]. In weiteren Untersuchungen wurde ein Fusionsprotein aus
NS5B und Luciferase in die Leber von Miusen injiziert und die Expression anhand der
Luciferase Aktivitdt quantifiziert. Die Injektion von synthetischer spezifischer NS5B-
gerichteter siRNA in die Leber fiihrte nachweislich zur signifikanten Reduktion der

Luciferase Aktivitat. Die Ergebnisse zeigen, dass RNAi in vivo mit Erfolg anwendbar sein
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kann, wenn auch in der Zukunft in etablierten Miusesystemen die Gefahren durch RNAi
aufgrund von Toxizitdt und Einfluss auf Zellprozesse in lebenden Systemen erst abgeschétzt

werden muss.

3.9 Mechanismus der Inhibition viraler RNA durch Ribozyme

Als Ribozyme wird eine Fraktion von kleinen katalytischen RNA-Molekiilen bezeichnet, die
in der Lage sind, Phosphodiesterbindungen in Ribonukleinséduren hydrolytisch zu spalten
[93]. Dabei kann man mehrere Klassen von Ribozymen unterscheiden, Ribozyme mit

charakteristischer hammerférmiger oder mit Haarnadel-Struktur.

Schnittstelle Ziel-RNA

Helix 2 Loop 1 Helix 1

GU
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CcC -G
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U G
Loop 4 X A Loop 2
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C

Abb. 3.6: Darstellung der Sekundérstruktur eines Haarnadel-Ribozyms und Bindung an die komplementire RNA.
Die fiir die Spaltung essentielle Erkennungsequenz GUC im Loopl ist mit Pfeil angezeigt.

Haarnadel Ribozyme haben eine Grofle von ca. 60 Nukleotiden, bestehend aus 1.
Sequenzen der Ziel RNA fiir die Bindung (Bindungsarme), 2. konservierten RNA-Sequenzen,
die die typische Haarnadel-Struktur ausbilden und 3. einem katalytischem Zentrum (Abb.3.6).
Die Bindungsarme, die das katalytische Zentrum umgeben, hybridisieren mit den
komplementiren Sequenzen der Ziel RNA und bewirken eine sequenz-spezifische Spaltung
der RNA oberhalb des Erkennungstriplets des Ribozyms. Wéhrend die Ziel RNA nach der
Spaltung irreversible abgebaut wird, steht das dissoziierte Ribozym fiir den Abbau weiterer

Molekiile zur Verfiigung (Abb.3.7). Dadurch zeigen sich Ribozyme schon wegen ihrer
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andersartigen Wirkungsweise und der funktionellen Aufrechterhaltung der Ribozym Aktivitét
nach einer Spaltung der Antisense-Strategie iiberlegen. Die von den Ribozymen entwickelte
Endonuklease Aktivitdt kann praktisch gegen alle RNA-Strukturen wirksam werden. Bei
antiviralen Strategien konnen Ribozyme derart gestaltet werden, dass sie direkt gegen das
virale Genom von RNA-Viren gerichtet sind und die Replikation gezielt unterbinden.

5 5

TITITITITITITITTIITIT| mRNA

TTTTTTITITIT I
L— Z}\r Ribozym

3

Assoziation

_mmr%?m Spaltung
5 ;“mrnﬂmz%bj—’b%,wy Dissoziation

1
3 11 LI LI ! RNA-Degradation/

. L. ‘I ! 2‘5"_ Ribozym-Recycling

Abb. 3.7: Schematische Darstellung des Mechanismus der Ribozym-vermittelten Spaltung und Degradation von
RNA.

Indirekte antivirale Strategien konnen sich gegen essentielle zelluldre Kofaktoren
richten und durch Inhibition der Genexpression zelluldrer Proteine eventuell die virale
Replikation und Translation unterbinden oder zumindest vermindern. So wurden
Hammerkopf-Ribozyme gegen die Hepatitis C Virus 5'UTR eingesetzt und konnten die HCV
RNA spezifisch spalten und die virale Protein Translation supprimieren [94, 95]. In HCV-
infizierten Hepatozyten, konnte weiter gezeigt werden, dass die Hammerkopf Ribozyme
exprimiert wurden und die HCV RNA effizient vermindert wurde [96]. Im transgenen
Mausmodell wurde eine effiziente katalytische Aktivitdt gegen die HCV RNA nachgewiesen
und aufgrund der positiven Untersuchungen wurden auch schon erste klinische
Untersuchungen durchgefiihrt, bei der sich eine nebenwirkungsfreie Anwendung zeigte [97].
Weitere Anwendungsbereiche von Ribozymen werden durch die Erstellung von Ribozym
Bibliotheken verwirklicht. Transfektionen einer solchen Ribozym Bibliothek in humane

Zellen hat schon zur Entdeckung und Charakterisierung neuer zelluldrer Proteine, die als
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Kofaktoren von HCV agieren, gefiihrt [42]. Auch im Bereich der Tumorforschung in
Lungengewebe konnten mit Ribozymen Erfolge erzielt werden, dabei konnte die
Genexpression von Onkogenen wie RAS, BCR-ABL oder C-FOS in vitro erfolgreich mit

Ribozymen ausgeschaltet werden [98].

Da Ribozyme sich aktiv nicht aus dem Zellkern ins Cytoplasma der Zelle bewegen
kénnen, kann man sie unter der Kontrolle eines starken tRNAY* Promoters exprimieren
lassen. Dieser verfligt iiber ein Transportsignal ins Cytoplasma [99], so dass Substrat RNA
und Ribozym im gleichen Zellkompartiment vorhanden sind, eine wesentliche Voraussetzung
fiir eine effektive Spaltung der mRNA. Dabei wurde durch cytoplasmatisch lokalisierte
Ribozyme schon eine Steigerung der Spaltungseffizienz im Vergleich zu Ribozymen mit
nukledrer Lokalisation gezeigt [100]. Zur Optimierung und Verstirkung des RNA-
inhibierenden Effekts von Ribozymen, wurden schlieBlich weitere erfolgversprechende
Modifikationen getestet, von denen einige auch nachweislich eine deutliche Steigerung der

Ribozym Aktivitit mit sich brachten.

CTE

2

siiding ribozyme Adapter?  RNA helicase
|

Ribozyme-helicase
SE /( = complex

Target mRNA

“Shiding ¥
Cleavage site

\Unwinding & cutting

Target mRNA

t
Cleavage site

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Spaltungsmechanismus bei Ribozym-CTE/Helikase-Komplexen. Das
CTE-konjugierte Ribozym bindet an eine RNA Helikase, die Sekundérstrukturen der RNA entwindet und

so dem Ribozym einen besseren Zugang zur sequenzspezifischen Spaltungsstelle erlaubt.

Ribozyme sind ebenso wie die Ziel RNA negativ geladen und kénnen deshalb nicht
an der mRNA entlanggleiten, um die Zielsequenz zu finden. Im Vergleich dazu sind

Restriktionsenzyme durch ihre positiv geladenen katalytischen Zentren in der Lage, effizient
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an der zu schneidenden DNA bis zur Schnittstelle entlang zu gleiten [101]. Deshalb kommt es
bei Ribozym-mRNA Interaktionen zu einer Reihe von kinetisch ungiinstigen Assoziations-
und Dissoziationsvorgidngen, bis dann die Spaltung nach Auffinden der richtigen Sequenz
zustande kommt. Entscheidend war dann die Entdeckung des konstitutiven Transport
Elements (CTE), das als cis-wirkendes Element in RNA Introns die RNA befdhigt hat, aus
dem Nukleus ins Cytoplasma zu wandern. Das CTE vermittelt dabei die Interaktion mit RNA
Helikasen. Dieser Ribozym-Helikase Komplex kann RNA-Molekiile binden, an ihr
entlanggleiten und sie entwinden [102, 103]. An das tRNAY*-Ribozym Vehikel wurde
folglich das CTE angehdngt, um dadurch die Schnelligkeit der Zielfindung durch den
Ribozym-Helikase Komplex und damit die Spaltungseffizienz zu erhéhen (Abb.3.8).

Die Steigerung der Effizienz von CTE-verbundenen Ribozymen wurde schon
mehrmals gezeigt und durch die Funktion der Helikase, RNA Sekundérstrukturen zu
entwinden, wurden auch Fortschritte in Bezug auf die Wahl vorher schwer zuginglicher
Zielsequenzen gemacht. Andere Modifikationen wurden bei Hammerkopf Ribozymen
etabliert, indem der Stemloop II verkiirzt wurde und sogenannte ,,Minizyme* erbrachte, die
im Vergleich zum Basis-Ribozym eine reduzierte Aktivitdt mit sich brachten. Jedoch wurden
aus diesen einzelnen katalytisch noch aktiven Minizymen jeweils zwei zu einem Dimer
konstruiert. Da beide unterschiedliche katalytische Zentren besaBlen, handelt es sich um
Heterodimere, die als ,,Maxizyme* bezeichnet wurden. Maxizyme und die urspriinglichen
Hammerkopf-Ribozyme, beide unter der Kontrolle eines tRNA"* Promoters, wurden dann in
der Moglichkeit, den Level der HIV1 tat mRNA in humanen Zellen effektiv zu reduzieren,
miteinander verglichen. Dabei konnte eine wesentlich stirkere Inhibition der HIV1 tat mRNA

durch Maxizyme als durch Original-Ribozyme festgestellt werden [104].

3.10 Ziel der Arbeit

Das Hepatitis C Virus stellt trotz voranschreitender Aufklirung des Genoms und
verbesserter antiviraler Therapien immer noch wegen der héufigen Entstehung von
Leberzirrhose und hepatozellulirem Karzinom ein immenses gesundheitliches Problem dar.
Neue Therapieansitze miissen entwickelt werden, da die bisher erfolgreich angewandte
Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon o und Ribavirin nur bei etwa 60 % der
Patienten zu einer dauerhaften Eliminierung des Virus flihrt. Ein neues Zellkulturmodell,
bestehend aus HuH-7 Zellen mit einem stabil exprimierten subgenomischen HCV Replikon,

ist Ausgangspunkt fiir das bessere Verstidndnis des Replikationszyklus von HCV. So kdnnen
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neue antivirale Strategien entwickelt werden, die sich direkt gegen die HCV RNA richten, um

spezifisch die Replikation und Translation des Virus zu inhibieren. Dariiber hinaus konnte die

RNA-gerichtete Beeinflussung von potentiellen HCV Kofaktoren eine Aufkldrung iiber deren

Bedeutung fiir die Replikation und Translation von HCV bringen.

Das Ziel dieser Arbeit war, mittels direkter und indirekter HCV RNA-gerichteter

Strategien die Replikation und Translation des Hepatitis C Virus in monocistronischen

subgenomischen HCV Replikonzellen spezifisch zu inhibieren:

1]

2]

RNA Interferenz gegen die hochkonservierten 5" und 3" untranslatierten Regionen
des Hepatitis C Virus. Direkte HCV-gerichtete RNA Interferenz sollte durch Plasmid-
exprimierte shRNAs gegen hochkonservierte Bereiche des Hepatitis C Virus gerichtet
sein. Aktive shRNAs sollten zuerst in einem Luciferase-Reportersystem, in dem die
Firefly Luciferase HCV IRES-abhingig translatiert wird, identifiziert werden. Im HCV
Replikon System sollte dann der Grad der Inhibition der subgenomischen Replikation in
Northern Blot- und der Translation in Western Blot- Analysen bestimmt werden.

Charakterisierung und Inhibition von HCV Kofaktoren. Die cDNAs von potentiellen
Kokaktoren des HCV Replikationzyklus sollten in Sense- und Antisense-Orientierung
exprimiert werden. In HuH-7 Zellen, die ein subgenomisches HCV Replikon stabil
exprimieren, sollte zuerst die Verdnderung des RNA- und Proteinlevels der Kofaktoren
durch cDNA-Transfektion gezeigt werden. Anschlieend sollte untersucht werden, ob die
quantitativ verdnderte Genexpression der potentiellen HCV Kofaktoren die Replikation
und Translation des HCV Replikons beeinflusst. Zelluldre Proteine, die durch Antisense-
RNA einen indirekten inhibitorischen Effekt auf die HCV Replikation oder Translation
zeigen, sollten dann weitergehend auf Ebene der Ribonukleinsduren durch shRNAs
inhibiert werden. In HCV Replikonzellen sollte der inhibitorische Effekt von shRNAs auf
HCV RNA und HCV NS5B Protein Level untersucht werden. Zusétzlich sollte der
protektive Charakter (Suppression der HCV Replikation) von wirksamen HCV Kofaktor-
gerichteten shRNAs in stabil shRNA-exprimierenden HuH-7 Zellen durch Transfektion
mit einem Luciferase Reporter iiberpriift werden. Aufgrund der Beeinflussung
essentieller zelluldrer Proteine durch RNA Interferenz kdnnten biologische Eigenschaften
der Zelle veridndert worden sein. Dies sollte durch Untersuchungen der Proliferation und

einer moglichen Induktion von Interferon ausgeschlossen werden.
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4]

3]

Synergistische inhibitorische Effekte auf die HCV Replikation und Translation.
HCV-gerichtete und Kofaktor-gerichtete shRNAs sollten durch Transfektionen
verschiedener shRNA-Kombinationen dahingehend iiberpriift werden, ob intrazelluldr
synergistische =~ HCV-inhibitorische =~ Wirkungen entfaltet =~ werden, die die
Wahrscheinlichkeit der Entstehung von resistenten HCV Mutanten verringern. Ziel
weiterer Untersuchung sollte sein, durch die Kombination von unterschiedlichen HCV
RNA-gerichteten Substanzen die Verstdrkung der inhibitorischen Wirkung auf HCV zu
erreichen. Dabei sollte im HCV Replikon System die Wirkung von shRNA und Ribozym
jeweils einzeln und beide in Kombination in Northern Blot- und Western Blot-Analysen
untersucht werden.

Generierung eines Reportersystems zur Identifizierung von effektiven gegen die
HCV 5° UTR, 3" UTR und HCV Kofaktoren gerichtete shRNAs. Es sollte zusitzlich
ein Reportersystem konstruiert werden, mit dem aktive siRNAs aus einer siRNA
Bibliothek identifiziert werden konnen. So war das Ziel, einen trunkierten
Oberfldchenrezeptor (tCD4), der keine Signalkaskade auslost, auf der Zelloberflache zu
exprimieren. Die Translation des tCD4 sollte in einem eukaryotischen
Expressionsplasmid HCV IRES-vermittelt sein und eventuell weitere HCV Bestandteile,
wie das Core Protein oder die 3" UTR, beinhalten. Aktive siRNAs gegen
hochkonservierte Regionen oder gegen essentielle HCV Kofaktoren sollten bei diesen
Zellen die Translation des CD4-Oberflaichenmolekiils supprimieren und die HuH-7
Zellen nach tCD4-Verlust mittels magnetischer Zellselektion von den Zellen mit

inaktiven siRNAs getrennt werden konnen.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Plasmide

4.1.1 Allgemeine Plasmide

pGL3R5'L3'UTR

Bgll (6658)

Ampicillin

Bgll (5390)

pGL3R5 L3 'UTR
6934 bp

Sall (4127) /
Xbd (3613)
HCV3'UTR
Xbdl (3505)

Mlul (16)
Xhol (33)
—— Bgll (185)
Promoter
EcoRV (504)
Renilla Luciferase
Xbd (1459)

\_ Sall (1478)

Spel (1492)
EcoRI (1504)
HCVIRES 1b

\Firefly Luciferase

pGL3R5'L3"UTR setzt sich zusammen aus dem eukaryotischen Expressionsplasmid pGL3

und einem bicistronischen Reporterkonstrukt, in dem die Translation der Renilla Luciferase

Cap-abhédngig vom SV40-Promoter und die Translation der Firefly Luciferase Cap-

unabhingig von der HCV-IRES vermittelt wird und zusitzlich die nicht translatierte 3”

Region des Hepatitis C Virus angehidngt wurde

pGL3R5'L

pGL3R5’L besteht ebenfalls aus dem eukaryotischen Expressionsplasmid pGL3 und einem

bicistronischen Reporterkonstrukt, in dem die Translation der Renilla Luciferase Cap-

abhéngig vom SV40-Promoter und die Translation der Firefly Luciferase Cap-unabhingig

von der HCV-IRES vermittelt wird.

-29 -



4. Materialien und Methoden

pcDNA3.1(+)-hygro

CMV Promoter
Ampicillin Nhel (896)

Pmel (905)
// HindlII (912)
: __ Asp718I (918)

BamHI (930

DNA 3.1 H feoRv (065

pc ' ygro(+) Xhol (986)

5597 bp
pucC Xbdl (992)
Pmel (1007)
x lswo
svioph %
Hygromycin

Es handelt sich um einen eukaryotischen Expressionsvektor (Invitrogen) mit einem CMV
Promoter (Cytomegalie Virus) mit hoher Aktivitit. Neben der Multiple cloning site (MCS)
verfiigt das Plasmid iiber ein Ampicillinresistenzgen fiir die selektive Kultivierung in
Bakterien sowie iiber ein Hygromycinresistenzgen als Selektionsmarker in eukaryotischen
Zellen. Das Plasmid stand als Ausgangsplasmid fiir die Generierung von Sense- und

Antisense-Konstrukten zur Verfligung.

pSuppressorRetro

Spel (63)

i CMYV Promoter
~ Sacl (630)

/S Spel(943)

Scal (6748)
Ampicillin

pSuppressorRetro
7561 bp

Neomycin
BamHI (2870
U6 Promoter
< Spel(3163)

Sall (3167)

shRNA

Scal (3195)

Xbd (3224)

Sacl (3479)
3'LTR

pSuppressorRetro (Imgenex) ist ein retroviraler Vektor von 7,6 KB und Ausgangsvektor
fiir die Klonierung von siRNA und Ribozymen iiber Sall- und Xbal-Schnittstellen hinter den

U6-Promoter.
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phygEGFP

phygEGFP ist ein 6,1 kB grosses Plasmid (Clontech), dass EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) unter der Kontrolle des CMV Promoters exprimiert und als

Transfektionskontrolle genutzt werden kann.

pMacs 4.1

Sall (4323)

I SV40 Promoter/enhancer/ORI
Ampigcillin \ﬁ%ﬁ (476)
EcoRI (491)

—~
BsiGI (635)

pMacs4.1

4324 bp —
tCD4

~ Sall (1684)
Xbd (1821)

polyA
Xhol (2071)

Sall (2135)

pMACS 4.1 ist ein 4,3 KB grosses Plasmid (Miltenyi Biotec), das den humanen CD4-
Oberflichen Rezeptor (trunkiert) exprimiert, wobei der Part, der die cytoplasmatische
Domaine kodiert, entfernt worden ist, so dass keine Signaltransduktion stattfinden kann. Das
Oberflachenmolekiil tCD4 wird vom SV40 Promoter exprimiert, der einen hohen CD4-Level

sicherstellt.

pCMVB-Gal

Aufgrund schwankender Transfektionseffizienzen bei unterschiedlichen Transfektionen
musste eine Normalisierung der Luciferase-Assays durchgefiihrt werden. pCMV[} (Clontech)
ist ein eukaryotischer Expressionsvektor, der die B-Galaktosidase unter der Kontrolle des
starken CMV-Promoters exprimiert. Die gemessene B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde dann

zum Abgleich der Transfektionseffizienzen verwendet
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4.1.2  Expressions-Plasmide

pcPTB-s

pcPTB-s wurde generiert aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/hygro und
der iiber Xhol und HindIIl eingefiigten DNA-Sequenz des Polypyrimidin Tract Binding

Proteins (PTB) in Sense Orientierung.

pcPTB-as

pcPTB-as setzt sich aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/hygro und der
tiber HindIII und Xhol eingefligten DNA-Sequenz des Polypyrimidin Tract Binding Proteins

(PTB) in Antisense Orientierung zusammen.

pcPSMAT7-s

pcPSMA7-s wurde generiert aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/hygro
und der tiber Xhol und HindIII eingefiigten DNA-Sequenz der Proteasom o-Untereinheit 7
(PSMA7) in Sense-Orientierung.

pcPSMAT7-as

pcPSMA7-as wurde generiert aus dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/hygro
und der iiber Xhol und HindIII eingefiigten DNA-Sequenz der Proteasom oa-Untereinheit 7
(PSMA7) in Antisense-Orientierung

4.1.3 Ribozym-Plasmide

Die folgenden Ribozym-exprimierenden Plasmide wurden im Rahmen der Dissertation von

Dominik Jarczak generiert:

uRzHBV-CTE

uRzHBV-CTE besteht aus dem retroviralen Vektor pSuppressorRetro der ein gegen das
Genom des Hepatitis B Virus-gerichtetes Ribozym inklusive CTE-Sequenz (Constitutive
Transport Element) unter der Kontrolle des U6-Promoters exprimiert. uRzHBV-CTE dient in
den Untersuchungen ausschlieBlich als Kontrolle.
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uRz323-CTE

uRz323-CTE besteht aus dem retroviralen Vektor pSuppressorRetro der ein gegen die
HCV-IRES des Hepatitis C Virus gerichtetes Ribozym inklusive CTE-Sequenz (Constitutive

Transport Element) unter der Kontrolle des U6-Promoters exprimiert.

tRzHBV

tRzHBV besteht aus dem retroviralen Vektor pPLHPM und dem gegen das Genom des
Hepatitis B Virus gerichteten Ribozym, das iiber BamHI und Mlul Restriktionsschnittellen

eingefiigt wurde, unter der Kontrolle des tRNAY*-Promoters.

tRzHBV-CTE

tRzHBV-CTE besteht aus dem retroviralen Vektor pLHPM mit dem tRNAY*-Promoter
dem gegen das Genom des Hepatitis B Virus gerichteten Ribozym (tRzHBV) und der CTE-
Sequenz (Constitutive Transport Element), die tiber Mlul hinter das Ribozym kloniert wurde

und dient als Negativkontrolle.

tRz323-CTE

tRz323-CTE besteht aus dem retroviralen Vektor pLHPM mit dem tRNA"*-Promoter
(ca.60000Kopien/Zelle), dem gegen die HCV-IRES gerichteten Ribozym 323 und der CTE-

Sequenz (Constitutive Transport Element)

tRz9523

tRz9523 besteht aus dem retroviralen Vektor pPLHPM und dem gegen die 3" Region des
HCV gerichteten Ribozym 9523 unter der Kontrolle des tRNA Y*-Promoter

tRz9543-CTE

tRz9543-CTE besteht aus dem retroviralen Vektor pLHPM mit dem tRNAY*-Promoter
(ca.60000Kopien/Zelle), dem gegen die nichtkodierende 3 Region des HCV gerichteten
Ribozym 9543 und der CTE-Sequenz (Constitutive Transport Element)
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4.1.4 tCD4-Plasmide

pPR5Ac-tCD4

HCV IRES 1b
Sall (1161)
Renilla Luciferase Xbal(1142) dCore tCD4
pR5'dCtCD4
2840bp

Ein aus pGL3 generiertes zirkuldres Plasmid mit einer cap-abhéngigen Renilla-Translation
sowie einer HCV-IRES abhingigen Translation eines Konstruktes bestehend aus 30 Basen
des HCV Core-Strukturproteins und eines trunkierten CD4 Oberldchenrezeptors (die
Abbildung zeigt nur den ORF).

pR5 core-tCD4

HCV IRES 1b
Sall (1161)
Renilla Luciferasebal (1142) HCV Core tCD4

|

pR5'tCD4
3372 bp

Ein aus pGL3 generiertes Plasmid mit einer cap-abhingigen Translation der Renilla-
Luciferase sowie einer HCV-IRES abhdngigen Translation eines Konstruktes bestehend aus

dem gesamten HCV Core-Strukturprotein und eines trunkierten CD4 Oberldchenrezeptors

(gezeigt ist der ORF)
pR5"c-tCD4
HCV IRES 1b
Sall (1161) Fusionsprotein core-tCD4
Renilla Luciferasexbal (1142) tCD4

pR5ctCD4
3005 bp

Ein aus pGL3 generiertes Plasmid mit einer cap-abhidngigen Translation der Renilla-
Luciferase sowie einer HCV-IRES abhdngigen Translation eines Konstruktes bestehend aus
einem Fusionsprotein des HCV Core-Strukturproteins und des trunkierten CD4
Oberlachenrezeptors (Abbildung zeigt den ORF).
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4.2 Gerite

Aufsatzkamera Progressive 3CCD
Bakterieninkubator BE600
Bakterienschiittler

BAS 1000 Phospholmager

BAS 40 cassette
Beckmann-Rotoren (JA-10, JA-20, JA-25.15)
CCD-Kamera DCX 9100P
Dewargefiss

Dispenser, manuell
Elektrophoresekammer, horizontal
Elektrophoresekammer, vertikal
Elektrophoresesystem Minigel-Twin G42
Eppendorf-Mehrkanalpipette Research (30-300pul)
FACSCalibur

Feinwaage Sartorius
Flachbettscanner Scanmaster
Gel-Doc 1000

Genepulser

Hypercassette 18 x 24 cm
Kiihlzentrifuge 2 K 15
Kiihlzentrifuge 5417R
Kiihlzentrifuge GS-6G

Lumat LB9501

MACS MultiStand
Magnetriihrgerit

Mikroskop BX60

Mikroskop IMT2

MiniMACS Separation Unit
Mini-Sub Cell GT

Model J2-21 Zentrifuge
Neubauer-Zahlkammer

OctoMACS Acrylic Tube Rack

Sony, Koln

Memmert

Biihler, Tiibingen
Fujifilm

Fujifilm

Beckmann, Miinchen
Sony, Koln

Nalgene

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Miinchen
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Becton Dickinson
Sartorius, Gottingen
Microtek

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Eppendorf, Hamburg
Beckman, Miinchen
Berthold, Bad Wildbad
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladb.
Jiirgens-Omnilab, Hannover
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladb.
Bio-Rad, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Brand, Wertheim/Main
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladb.
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Phasenkontrastmikroskop
pH-Meter MP220

PH-Meter

Photometer Lambda Scan 200e

Photometerplatten zur DNA-Bestimmung
Pipette Reference(10 ul, 100 ul, 200ul, 1000 ul)

Pippettus-akku

Plastikkiivetten
Potter-Homogenisator

Power Pac 300
Rontgenfilmentwickler Optimax
Schwenkgerét (Red Rocker)
Schwenkgerit PR-50
Semi-Dry-Blotter Fastblot B33/B44
Spektralphotometer UVIKON 810
B3-Counter Radicont

Standard Power Pac P25
Sterilarbeitsbank HERA safe
Sub-Cell GT

Thermocycler

Thermomixer 5436

Thermomixer Comfort 5355
Thermoprinter P91

Timer Modell T-440
Tischzentrifuge 5417 C
Tischzentrifuge 5417 CR
UV-Crosslinker Stratalinker 1800
Vortex Mixer

Waage Sartorius MC1

Wasserbad UC5
Wasserstrahlpumpe Plastibrand PP
Zellkulturbrutschrank SI
Zellkulturbrutschrank SII
Zentrifuge CS6R

Hund, Wetzlar
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
LAT, Garbsen

MWG Biotech,

Coming Costar, Bodenheim
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerite
Sarstedt, Niimbrecht
Braun, Melsungen

Life Technologies, Karlsruhe
Protec Medizintechnik
Amersham, Freiburg
Pharmacia Biotech
Biometra, Gottingen
Kontron Instruments
Herfurth

Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau

BioRad, Miinchen
Landgraf

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Mitsubishi
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Stratagene, Heidelberg
Jiirgens-Omnilab, Hannover
Sartorius, Gottingen
Julabo, Seelbach
Jiirgens-Omnilab, Hannover
Hera Cell, Heraeus, Hanau
BB5060, Heracus, Hanau
Beckmann, Miinchen
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4.3 Verbrauchsmaterialien

Cell Scraper

Cryotubes (1 ml, 2 ml)

Deckglaser (24 x 50 mm)

Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (steril)
Filterpapier 3MM

Filterpapier

Hybond-N+

Objekttrager

Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 ul)
Polypropylenréhrchen (Reagiergefal3, 15 ml, 50 ml)
PVDF-Membran (Immobilon-P)
Reaktionsgefal3 (0,5ml; 1,5 ml)

Rontgenfilme (HyperfilmMP™)

Rundboden Roéhrchen (5 ml)

Sephadex Quick Spin Columns

Spritze (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Zellkulturflaschen 5 ml, 10ml mit Filter

Zellkulturflaschen, -platten und -schalen

4.4 Chemikalien

Aceton

Acylamid/ Bisacrylamid (30%/ 0,8%)
Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose (Electrophoresis grade)
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Tryptone

Bovine Serum Albumine (BSA)

Bromphenolblau

Sarstedt, Niimbrecht
Nunc, Wiesbaden
Omnilab,Hannover
Greiner, Niirtingen
Whatman, Gottingen
Whatman
Amersham, Freiburg
Menzel

Sarstedt, Niimbrecht
Greiner, Niirtingen
Millipore, Eschborn
Eppendorf, Hamburg
Amersham, Freiburg
Becton Dickinson
Roche, Grenzach

Braun, Melsungen

Nunc Life Technolgies, Karlsruhe

Greiner, Niirtingen

J.T.Baker, Holland
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Gibco, Schottland
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Gibco, Schottland
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
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Butanol-2
Calciumchlorid
Carbenicillin

DEPC
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DiNatriumcarbonat
Dithiothreitol (DTT)
dNTPs

Essigsdure

Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Formamid

G418

Glycerol

Glycin

Glycylglycin
Hefeextrakt

HEPES(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure)

Hygromycin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Luciferin-Natriumsalz

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

3-Mercaptoethanol

Methanol

Mineralol

N,N,N,N- Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumacetat

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
J.T.Baker, Holland
Sigma, Steinheim
Applichem, Darmstadt
J.T.Baker Holland

J. T. Baker Holland
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
CalbioChem

Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe

ICN

CalbioChem
J.T.Baker Holland
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
J.T.Baker Holland
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Applichem; Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Natriumcitrat Dihydrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogenphosphat

J.T. Baker Holland
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
3-N-Morpholinpropansulfonsdure (MOPS) Sigma, Steinheim
o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid (ONPQG) Sigma, Steinheim
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe
Polybrene Sigma, Steinheim
Propidiumiodid Sigma, Steinheim
Roti-Blue Roth, Karlsruhe
Salzsdure J.T. Baker Holland
Schwefelsédure J.T. Baker Holland

Sonicated Salmon Sperm

Stratagene, La Jolla, USA

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma, Steinheim

Triton X-100

Sigma, Steinheim

Trypsin Seromed
Tween 20 Serva Heidelberg
4.5 Puffer, Losungen und Enzyme

4.5.1 Puffer und Losungen

20% SDS
2M Glucose-Losung

MG**-Lésung:

PBS
PBE

wissrig; Dodecylsulfat-Natriumsalz

54g D-(+)-Glucose (Sigma) in 100ml dest. HO geldst und
steril filtriert.

50% 2 M Magnesiumchlorid- Losung (20,3 g MgCI2 x
6H,0, Applichem) in 50 ml dest. H;O gelost wurden mit
50% 2 M Magnesiumsulfat-Losung (24,7 g MgS0O4 x 7
H,O (Merck) in 50 ml dest. H,O geldst) gemischt und
steril filtriert.

10 mM Natriumphosphat pH7,4; 150 mM NaCl

10 mM Natriumphosphat pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5%
BSA
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Phenol/Chloroph/Isoamy]l. 25/24/1 (v/v); 200 ml Phenol, 182 ml Chloroform, 8 ml
Isoamylalkohol (Roth)

Quicky-Puffer 40% [v/v] Glycerin mit 0,25% [w/v] Bromphenolblau

TAE-Puffer 40 mM Tris, 2mM EDTA, 5 mM NaCl; pH 8,0,
Einstellung

TE-Puffer 10 mM Tris, ImM EDTA; pH 8,0 mit konzentrierter HCI
eingestellt

Tris-Puffer Tris (hydroxymethylaminomethan) wurde als 1 M

wiassriger Puffer angesetzt. Dabei wurde entweder ein pH-

Wert von 7,2; 7,5 oder 8,0 mit konzentrierter HCI

eingestellt.
4.5.2 Kits
CalPhos Mammalian Transfection Kit BDBiosciences, CA-USA
Dual Luciferase Reporter Test System Promega, Madison-USA
High Prime DNA Labeling Kit Roche Diagn., Mannheim
PCR Master Roche Diagn., Mannheim
Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Qiagen Rneasy Kit Qiagen, Hilden
Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
Western Breeze Chem. Immunodetection System Invitrogen, USA

4.5.3 Restriktionsendonukleasen

Accl Apal Aval Avall BamHI Bsrgl EcoRI
EcoRV Hincll HindIII Mlul Ndel Nhel Nrul
Sall Scal Spel Stul Xbal Xhol Pmel

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von der Fa. New England Biolabs, USA bezogen.
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454 Enzyme

Calf intestinal alkaline Phosphatase (CIAP)
Mungbohnen-Nuklease

Dnasel, Rnase-free

Klenow Polymerase

Lysozym

RNase A

RNaseOUT

SuperScript II RNaseH

T4 DNA Ligase

T7 RNA Polymerase

Taq-Polymerase

4.5.5 Enzymreaktionspuffer

Restriktionspuffer 1, 2, 3, 4, U, EcoRI
T4 Ligase Puffer
PolPuffer

4.5.6 Molekulargewichtsstandard

1 kb DNA-Leiter
100 bp DNA-Leiter
SDS PAGE Low Range Standard

NEB, Beverly- USA
NEB, Beverly- USA
Qiagen, Hilden

NEB, Beverly, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, Carlsbad-USA
Promega, USA
Invitrogen, USA

NEB, Beverly- USA
Invitrogen, USA
NEB, Beverly- USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Bio-Rad, Miinchen
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4.6 Organismen

4.6.1 Bakterien

4.6.1.1 Verwendete Bakterienstimme

Stammbezeichnung Genotyp

E.coli DH5a Fo80dlacZAM15 A(lacZY-A-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rg- mg+) supE44, A" thi-1 gyrA relAl (Invitrogen)
E.coli TOP10F F {lacI*TN10(Tet")} mcrA A(mrr-hsdRMS-mer-BC)

J80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

4.6.1.2 Verwendete Kulturmedien

Die verwendeten Medien wurden alle mit Aqua dest. angesetzt und anschlieend

autoklaviert.
Medium ‘ Zusammensetzung

Luria Bertani-Medium 10 g Bacto-Trypton; 5,0 g Hefeextrakt; 10 g NaCl ad 1000
ml dH,0

SOB-Medium 20 g Select Peptone 140, 5 g Hefeextract , 0,6 g NaCl und
0,19 g KCI wurden in 1 Liter dest. H,O gelost und pH 7,5
eingestellt

SOC-Medium 10 ml SOB-Medium wurden mit 100 pl MG**-Lésung und
100pnl 2 M Glucose-Losung supplementiert

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde 1 L LB-Medium mit 15 g Agar versetzt
und autoklaviert. Nach Abkiihlung auf unter 60°C wurden Antibiotika (Ampicillin — 100
mg/ml) fiir die Selektion von Klonen, die mit Expressionsplasmiden transformiert wurden,
zugegeben. Das Medium wurde in Petrischalen ausgegossen und die Platten bei 4°C bis zur

Verwendung gelagert.
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4.6.2 Eukaryotische Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Kulturbedingungen
HuH-7 Humane Hepatomzellinie mit einer DMEM mit Glutamax-I (Invitrogen)
mittleren Chromosomenzahl zwischen 50 mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
und 59 (Nakabayashi et al.,1982) essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
Penicillin und Streptomycin.
Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
HuH-7/Mono | Humane Hepatomzellinie HuH-7 mit einem | DMEM mit Glutamax-I (Invitrogen)
stabil exprimierenden subgenomischen mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
monocistronischen Hepatitis C Virus essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
Replikon. Das Replikon besteht aus den Penicillin und Streptomycin. Zugabe
viralen Nichtstruktur-Proteinen NS3-NS5B | von 25 pg/ml Hygromycin.
und repliziert unter der Kontrolle der HCV | Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
— Internal Ribsomal Entry Site
(Bartenschlager, UNI Heidelberg)
293T Humane embryonale Nierenzellinie (ATCC | MEM mit Glutamax-I (Invitrogen)
CRL 1573), transformiert durch stabile mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
Integration der adenoviralen E1 Region, essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
hypo-triploid Penicillin und Streptomycin.
Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
BB7 Humane Hepatomzellinie HuH-7 mit einem | DMEM mit Glutamax-I (Invitrogen)
stabil exprimierenden subgenomischen mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
Hepatitis C Virus Replikon unter der essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
Kontrolle der EMCV-Internal Ribsomal Penicillin und Streptomycin. Zugabe
Entry Site. von 350pg/ml G418
Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
CF2 Canine Thymusdriisenzellen, DMEM mit Glutamax-I (Invitrogen)
epithel-dhnlich mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
Penicillin und Streptomycin.
Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
HT1080 Humane Fibrosarcoma-Zellinie, Epithel- DMEM mit Glutamax-I (Invitrogen)

dhnliche Zellen, die als Monolayer wachsen
(Rasheed et al., 1972)

mit 10% FCS (v/v), | mM nicht-
essentielleAminosduren, 0,1 mg/ml
Penicillin und Streptomycin, 1 mM

Sodiumpyruvat
Kultivierung bei 37°C — 5%CO,
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4.7 Molekularbiologische Methoden

471  Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur selektiven Anreicherung von Nukleinsdure-Sequenzen aus einer Vielfalt von
Nukleinsduren nutzt man die Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die PCR ist ein in-vitro-
Verfahren, bei dem mit Hilfe zweier synthetischer Oligonukleotid-Primer, die die terminalen
Bereiche der zu amplifizierenden Sequenz komplementér flankieren, und der thermostabilen
Tag-Polymerase (Thermus aquaticus) eine exponentielle selektive Amplifikation erreicht
wird.

Das Prinzip der PCR besteht aus einer sich mehrfach wiederholenden Reaktion aus
drei verschiedenen Schritten: I. Hitze-Denaturierung der doppelstringigen DNA 1I.
Annealing der Oligonukleotid-Primer und III. Extension der Amplifikate durch die Tag-

Polymerase.

Reaktionsansatz fiir 100ul:

10ul  10x PCR-Puffer (1 x im Ansatz)

10ul  10uM Primer 1 (Konzentration im Ansatz: 1uM)

10ul  10uM Primer 2 (Konzentration im Ansatz: 1uM)

10ul  dNTP-Mix (je 2mM) (Konzentration im Ansatz: je 200uM)
3ul  50mM MgCl, (Konzentration im Ansatz: 1,5mM)

0,5ul Tag-DNA-Polymerase (5U/ul) (2,5U im Ansatz)

(50-100ng DNA-Matrize)
Aqua dest. ad 100ul

Es erfolgte zum Schutz vor Verdampfung des Wassers aus dem Reaktionsgemisch
wihrend der PCR eine Uberschichtung mit Minerall (Sigma). Um Kontaminationen

auszuschlieBen wurde fiir jeden Ansatz eine Negativkontrolle ohne DNA-Matritze mitgefiihrt.

Die Berechnung der Schmelztemperatur von Primern < 20bp erfolgte nach der Formel
TM=2°Cxn (AT) + 4°C x n (GC).
Primer > 20bp wurden nach der Formel TM = 59,8°C + 0,41 (%GC) — 675/n berechnet.

(n = Anzahl der Basenpaare)
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Reaktionsbedingungen im Thermocycler (Landgraf):

Zyklus Temp Zeit Vorgang
Vorzyklus 94°C 10sec Denaturierung
(1x) 94°C 300sec
Hauptzyklus T, 60sec Annealing
(30-40 x) 72°C 45-120sec Extension
94°C 90sec Denaturierung
Endzyklus T, 90sec Annealing
(1x) 72°C 300sec Extension

4.7.2 Fusions-PCR

Mittels einer Fusions-PCR kann man neben der Amplifikation von DNA auch die
Verschmelzung zweier sich iiber einen kurzen Bereich iiberlappender Sequenzen erreichen.
Voraussetzung dafiir ist die Generierung zweier liberlappender PCR-Fragmente in einer ersten
PCR mittels geeigneter Primer. In einer zweiten PCR — der eigentlichen Fusions-PCR —
werden die beiden Fragmente verschmolzen, wobei sie im ersten Schritt gegenseitig als
Primer fiir die Zweitstrangsynthese fungieren. Durch die zugegebenen Endprimer wird in den
weiteren Zyklen das Fusionsprodukt amplifiziert.

Der Reaktionsansatz fiir die Fusion entsprach prinzipiell dem einer Standard-PCR,
jedoch mit dem Unterschied, dass statt der Matritzen-DNA je ein uL des PCR-Ansatzes der

Einzelfragment-PCRs eingesetzt wurde.

4.7.3  Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Produkte aus PCR-Reaktionen und DNA-Fragmente aus enzymatischen Reaktionen
in der Grosse von 100 bp — 10 kb wurden mit dem QIAquick PCR Purification von Primern,
Nukleotiden, Polymerasen und Salzen befreit. So konnten bis zu 10 pug DNA in hoher

Reinheit aufgereinigt werden. Mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit Protocol wurden
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einzel- oder doppelstrangige DNA-Fragmente (> 17 Nukleotide) von Oligonukeotiden (<10
Basen), Enzymen, Salzen und einzelnen Nukleotiden befreit.

Zu 1 Volumen Reaktionsansatz wurden 5 Volumen PB (PCR-Purification), bzw.
Puffer PN (Nucleotide Removal) hinzugefiigt, gemischt und auf eine QIAquick-Séule
gegeben. Nach Zentrifugation von 30 Sekunden bei 10.000 x g wurde der Durchlauf
verworfen und die Séule durch Zugabe von 750 pl Puffer PE und anschliefenden
Zentrifugationen gewaschen. Die DNA-Fragmente wurden abschlieBend in 2 x 30 ul H,O

dest. eluiert.

474  Agarose-Gelelektrophorese

Fiir analytische und priparative Zwecke wurden DNA-Fragemente in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Agarosekonzentration der Gele wurde in Abhéngigkeit
von den zu erwartenden Fragmentlingen zwischen 0,6 und 2,0% [w/v] gewdhlt. Die
entsprechende Agarosemenge wurde in 1 x TAE aufgekocht, auf ca. 60°C abgekiihlt, 0,001%
Ethidiumbromid (10mg/ml) dazugegeben und in den horizontalen Geltrager gegossen. Nach
Erstarren des Gels wurde es mit dem Laufpuffer 1 x TAE iiberschichtet und die mit
Bromphenolblau versehenen Proben nebst Lingenstandard (1Kb DNA Ladder und 100bp
DNA Ladder, Invitrogen) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 180V. Zur
Visualisierung wurde das Gel anschlieBend unter UV-Bestrahlung und Verwendung des
Geldokumentationssystems von Bio-Rad (Gel Doc1000; Molecular Analyst, Version 2.1.2)

dokumentiert.

4.7.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung und Aufreinigung elektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des Gel Extraktions Kits (Qiagen). Bei dieser
Methode wurden die DNA-Banden im Agarosegel unter UV-Licht mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in Eppendorf ,Safe lock tubes® (1.5ml) {iiberfiihrt. Die weitere
Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die aufgereinigte DNA wurde in
2x 30ul dH,O eluiert.

- 46 -



4. Materialien und Methoden

4.7.6  Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Entfernung von storenden Proteinen aus
Losungen von Nukleinsduren. Bei dieser Methode wurde der Reaktionsansatz mit dem
einfachen Volumen Phenol/ Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, Roth) versetzt, vermischt
und zur Phasentrennung 1 min bei 15000 x g zentrifugiert. Die Proteine werden dabei
denaturiert und reichern sich in der Phenolphase, insbesondere an der Grenze zwischen
Phenolphase und wiéssriger Phase an. Die wiéssrige, nukleinsdurehaltige Phase wurde
abgenommen, zur Entfernung von Phenolresten mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, Roth) extrahiert und erneut zentrifugiert. Der
nukleinsiurenhaltige Uberstand wurde DNA vorsichtig abgehoben und einer Ethanolfillung

unterzogen.

4.7.7 Ethanolfillung von Nukleinsiuren

Die Ethanolfillung ist ein Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsduren. Durch diese
Methode werden storende Salze aus Ligationsansédtzen, die eine folgende Enzymreaktion
nachhaltig beeintrachtigen, entfernt. Diese Aufreinigung wurde ebenso fiir die Konzentrierung
von DNA eingesetzt. Die Féllung der Nukleinsduren erfolgte durch Zugabe von 1/10 des
Ausgangsvolumens einer 2,5 M Na-Acetatlosung und dem 2,5 fachen Ausgangsvolumen an
96%igem eiskalten Ethanol fiir ungefdhr 1Std bei —80°C. Nach 20 bis 3Ominiitiger
Zentrifugation bei 4°C und 15000xg (Zentrifuge 5417R, Eppendorf) wurde der Uberstand
dekantiert und verworfen. Das nukleinsdurenhaltige Sediment wurde mit 500ul 70%igem
eiskalten Ethanol gewaschen, erneut fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wurde das Sediment getrocknet. Die gefdllte DNA wurde schlieBlich in Aqua
dest. gelost.

4.7.8 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsspaltung wurde einerseits zu analytischen Zwecken eingesetzt, um
beispielsweise auf das Vorhandensein eines bestimmten Inserts zu priifen. Andererseits
wurden durch Restriktionsspaltungen doppelstringige DNA-Molekiile, wie Vektoren und
PCR-Produkte, fiir die Klonierung pripariert. Die Spaltungen wurden unter den Puffer- und
Temperaturbedingungen durchgefiihrt, die die Hersteller (New England Biolabs, MBI
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Fermentas) fiir die Enzyme vorgaben. Es wurden 10U Restriktionsendonuklease pro pg DNA
eingesetzt. In der Regel wurde ein Reaktionsvolumen von 10 bis 30ul gewéhlt und drei
Stunden oder iiber Nacht inkubiert. Durch Zugabe des 10x Ladepuffers oder 20miniitiges

Erhitzen auf 65°C wurden die Enzyme inaktiviert.

4.7.9  Dephosphorylierung

Wenn ein Expressionsplasmid, in das ein Insert eingesetzt werden sollte, nur mit einem
Restriktionsenzym im Restriktionsverdau geschnitten wurde, oder im Falle von unvollsténdig
schneidenden Enzymen, mussten die 5-Enden der Vektor-DNA dephosphoryliert werden, um
Re-Ligationen des geschnittenen Vektors zu vermeiden. Da die Dephosphorylierung in den
NEB-Puffern 2, 3 oder 4 erfolgte, konnte der Restriktionsansatz entweder direkt nach der
Deaktivierung der Endonukleasen durch Erhitzen oder aus dem Gel aufgereinigte DNA
verwendet.werden. Die zu dephosphorylierende DNA wurde mit 0,1U alkalischer
Kélberdarm-Phosphatase (CIAP, NEB) und 10% [v/v] CIAP-Additiv versetzt. Und etwa 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend musste der Ansatz vor der weiteren Verwendung
in Ligationen entweder durch eine Gelaufreinigung oder durch eine Phenol-Chloroform-

Extraktion von der CIAP gereinigt werden.

4.7.10 Generierung glatter Enden

Einzelne Klonierungen verlangten DNA-Spaltungen, die nicht kompatible DNA-
Uberhingen zwischen Vektor-DNA und Insert erzeugten Bei den folgenden Ligationen war
es dann noétig, die zuvor durch Restriktionsspaltung entstandenen iiberhdngenden DNA-Enden

in glatte DNA-Enden umzuwandeln.

4.7.10.1 Abbau iiberhiingender 5’-Enden

Fiir den Abbau iiberhdngender 5'-Enden wurde der Restriktionsansatz gefillt, in einem
speziellen Mungbohnen-Nuklease-Puffer aufgenommen und mit 5U Mungbohnen-Nuklease
etwa 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Nach Aufreinigung konnte der Ansatz dann in weiteren

Restriktions- oder Ligationsansdtzen eingesetzt werden.
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4.7.10.2 Auffiillung iiberhingender 5'Enden

Zum Auffiillen iiberhdngender 5’-Enden wurde der Restriktionsansatz mit 1l 2mM dNTP
(0,5mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 1U DNA-Polymerasel (Klenow-Fragment) und 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Gelaufreinigung wurde die DNA in weiteren Restriktions-

und Ligationsansétzen eingesetzt.

4.7.11 Ligation

Ligationen erfolgten in einem Volumen von 10 bis 20ul unter Verwendung von 1U T4-
DNA-Ligase (Invitrogen, 1U/ul) und 1 x Ligasepuffer bei 16°C {iber Nacht. Die Insert-DNA
wurde im 10- bis 20-fachem molaren UberschuB gegeniiber der Vektor-DNA eingesetzt. Vor
der Transformation in E. coli wurden die Ligationsansétze gefillt, um stérende Salze zu

entfernen.

4.7.12 Plasmid-DNA-Priparationen

Es wurden verschiedene Plasmid-DNA-Priaparationsmethoden durchgefiihrt, wobei sich

die Wahl der Methode nach der gewiinschten Reinheit und Menge der Plasmid-DNA richtete.

4.7.12.1 Quick-DNA-Check-Methode

Die ,,Quick-DNA-Check“-Methode wurde zur Uberpriifung von Plasmiden und nach
erfolgten Ligationen und Transformationen eingesetzt. Dabei wurden 150ul einer
Bakterienkultur mit 50ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 10ul ,,Quick*-
Puffer versetzt und 20 Sekunden vermischt. Nach Zentrifugation fiir 3min bei 15000xg
(Centrifuge5417R, Eppendorf) wurden 25ul des Uberstandes gegen ein Kontrollplasmid auf
einem 0,6% Agarosegel aufgetrennt. Durch Farbung mit Ethidiumbromid zeigten sich die
Plasmide als schwache Banden zwischen der oberen Bande, der bakteriellen genomischen
DNA, und den unteren Banden der bakteriellen rRNA und tRNA. Erfolgreiche Klonierungen
konnte man aufgrund der unterschiedlichen Plasmidgréfen vermuten und selektiv einzelne

Klone fiir weitere Untersuchungen weiter kultivieren.
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4.7.12.2 Plasmid-Mini-Priparation

Diese Methode der alkalischen Lyse diente der Isolierung von einigen pg DNA aus
kleineren Bakterienkulturen und wurde genutzt, um einzelne zuvor transformierte
Bakterienklone mittels Restriktionsverdau auf korrekte Lénge und/oder richtige
Schnittstellenverteilung des Plasmids/Inserts zu iiberpriifen. Allerdings verfiigt die DNA
dieser Aufreinigungsmethode iiber einen nur geringen Reinheitsgrad.

Fiir Plasmid-Minipriparationen wurden Sml LB-Medium + Ampicillin (100pug/ml) mit
den gewiinschten plasmid-exprimierenden Bakterien (i.d.R. DH5a, E.coli) angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C/225rpm kultiviert. 1,5ml der Ubernachtkultur wurden 1 Minute bei
20.000g sedimentiert, der Uberstand abgenommen und verworfen und das Bakterienpellet in
300ul Suspensionspuffer P1 (Qiagen) aufgenommen. 300ul Lysispuffer P2 (Qiagen) wurden
dazugegeben und durch invertieren vermischt. Nach maximal 5 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Lysisreaktion durch Zugabe von 300ul Neutralisationspuffer P3
(Qiagen) abgestoppt und 15 Minuten auf Eis stehen gelassen, wobei hauptsidchlich die
Plasmid-DNA renaturiert. Zur Abtrennung von Protein-SDS-Komplexen, aggregierter
chromosomaler DNA und hochmolekularer RNA wurde 10 min bei 4°C und 15000xg
zentrifugiert (Centrifuge 5417R, Eppendorf) und der Uberstand in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefal tiberfiihrt und gut mit 630ul Isopropanol vermischt. Nach einer Zentrifugation
von 30 Minuten bei 20.000g und 4°C wurde der Uberstand verworfen, mit 500ul 70%
Ethanol gewaschen, nochmals 15 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde wieder
verworfen und das Pellet getrocknet und in 50ul H,0 resuspendiert. Fiir Sequenzierungen, die
einen hoheren Reinheitsgrad verlangen, wurde DNA auch mittels kommerziellem Qiaprep

Spin Miniprep Kit (Qiagen) tiber die Sdulen aufgereinigt.

4.7.12.3 Plasmid-Maxi-Priparation

Plasmid Maxipriparationen wurden mit dem kommerziellen Qiagen Plasmid Maxi Kit
(Qiagen) zur Gewinnung groBerer Mengen Plasmid-DNA mit einem hohen Reinheitsgrad fiir
praparative  Zwecke (Klonierung, Transformation, Transfektion, Sequenzierung,)
durchgefiihrt. Dabei wurden 350ml (,,Maxi) E. coli-Ubernachtkultur laut Herstellerprotokoll
alkalisch lysiert und iiber spezielle vom Hersteller mitgelieferte Silicagel-
Anionenaustauschersdulen aufgereinigt. Die Plasmid-DNA wurde mit Isopropanol gefillt, mit

70%igem Ethanol gewaschen und das Sediment in 400 ul Aqua dest. aufgenommen.
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4.7.13 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiuren

Die Konzentration der durch Mini-, Midi- und Maxi-Préparationen aufgereinigten
Nukleinsduren wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von
260 nm in 96-well-Platten (UV 96 well Flat Bottom, Fa Costar) bestimmt. Unter
Einbeziehung des entsprechenden Extinktionskoeffizienten  konnte die DNA/RNA
Konzentration errechnet werden. Uber die Bestimmung der Extinktion bei 280 nm und
anschlieender Quotientenbildung aus Eye0/E230 konnte eine Aussage iiber die Reinheit der
gemessenen Nukleinsdure getroffen werden. Der Quotient sollte, um eine ausreichende

Reinheit zu gewéhrleisten, im Bereich zwischen 1,8 — 2,0 liegen.

4.7.14 DNA-Sequenzierung

Wihrend der PCR kann es zum Auftreten von Mutationen in den amplifizierten DNA-
Sequenzen kommen. Deshalb wurden alle Bereiche der generierten Plasmide, die durch
Amplifikation entstanden sind, durch Sequenzierung iiberpriift. Die Sequenzierungen

erfolgten bei einem kommerziellen Sequenzierunternehmen (Fa. MWG, Miinchen)

4.7.15 Herstellung kompetenter Zellen

4.7.15.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen E.coli (RbCl)

Der Escherichia coli Stamm DH5a wurde von einer frisch ausgestrichenen Platte oder
einem Stock in eine Sml Fliissigkultur (LB-Medium) {iberimpft und {iber Nacht bei 37°C bei
225rpm geschiittelt. Am nédchsten Tag wurde dann ein 250ml Erlenmeyerkolben mit 350ml
LB-Medium mit dieser Ubernachtkultur beimpft, so dass ein ODs75-Wert von 0,05 zu Beginn
der Kultur eingestellt war. Die Kultur wurde dann bei 37°C/225 rpm inkubiert, bis eine ODs7g
von 0,3 erreicht wurde. Bei Erreichen der ODs73 von 0,3 wurde die Bakterienldsung in
Falcontubes gefiillt und 15min auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation von 15min bei
3500rpm und 4°C wurden die Zellen vorsichtig in 1/3Volumen Puffer Rb1l (17ml, eiskalt)
resuspendiert und wieder 15min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden danach erneut
zentrifugiert und DNA vorsichtig in 1/12,5 Volumen Puffer Rb2 (4 ml, eiskalt) resuspendiert
und nochmals 15min auf Eis gestellt. Aliquots von 200ul wurden in vorgekiihlte

Eppendorfhiittchen gegeben und in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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Rbl 12g/1 RbCl; 9,9¢/1 MnCl,. 1,5g/1 CaCl,*H,0; 2,9¢/1 K-
Acetat; 150g/1Glycerin(99%); pH 5,8

Rb2 2,1g/l MOPS; 1,2g/l RbCL. 11g/l1 CaCl,*H,O; 150g/1
Glycerin(99%); pH 6,8

4.7.15.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

S5ml LB-Medium wurden mit frisch aufgetauten E.coli-Bakterien (DH5a)) angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. 1ml dieser Ubernachtkultur wurde anschlieBend in
500ml LB-Medium tiberfiihrt, der Gesamtansatz dann auf 4 Erlenmeyerkolben verteilt und die
optische Dichte bei A=550nm zu Beginn der Inkubation (t=0) gemessen. Die Zellsuspension
wurde dann bei 37°C bis zu einer Dichte von ODss50=0,8 bei 225rpm inkubiert und
anschlieBend in Zentrifugationsrohrchen iiberfithrt und 1Std auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden dann fiir 10 Minuten bei 4°C und 2.600xg zentrifugiert. Das Pellet wurde durch
Resuspension in eiskaltem WA-Puffer (10% Glycerol in bidest. H,O) gewaschen und bei 4°C
und 2.600xg fiir 30 Minuten inkubiert. Nach einem zweiten Waschgang sowie der zweiten
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 2,5ml WA-Puffer
aufgenommen. Nach Aliquotierung der resuspendierten Bakterien in 40ul-Aliquots wurden
die elektrokompetenten Bakterien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

4.7.16 Transformation kompetenter Zellen

4.7.16.1 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Kommerziell erworbene Zellen (DH5a) oder chemisch-kompetent hergestellte Zellen nach
der RbCl-Methode (DHS5a*) wurden auf Eis aufgetaut. Bis 20ul DNA-L6sung wurden dann
zu den aufgetauten Zellen gegeben und vorsichtig gemischt. Die Zellen mit der DNA wurden
dann 30 Minuten auf Eis inkubiert und danach der gesamte Transformationsansatz im
Thermomixer 30 Sekunden bei 37°C (DH5a), bzw. 90 Sekunden bei 42°C (DH5a*) erhitzt
und sofort danach zum Abkiihlen auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 800ul SOC-Medium
wurden die Zellen zur Auspriagung der Resistenz mindestens 1Std bei 37°C/225 rpm schiitteln
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gelassen. Bis max 200ul Zellen wurden auf LB/Ampicillin-Platten ausplattiert und {iber Nacht
bei 37°C inkubiert.

4.7.16.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien durch Elektroporation

GroB3e Plasmide (z.B pSuppressorRetro [8.2kb]) zeigten bei chemisch-kompetenten Bakterien
eine deutlich verringerte Transformationseffizienz im Vergleich zu kleinen Plasmiden. Durch
das Verfahren der Elektroporation mit elektrokompetenten Bakterien konnte die Anzahl an
transformierten Bakterien wesentlich gesteigert werden. Um den die Elektroporationskiivette
durchfliessenden Strom mdglichst klein zu halten, muss die DNA fiir dieses
Transformationsverfahren in H,O geldst sein. Ligationsansdtze wurden deshalb vor der
Elektroporation einer Ethanolfdllung unterzogen, mehrmals mit 70 % Ethanol gewaschen und
in geringem Volumen H,O dest. aufgenommen.

50 pl der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen wurden mit der vorbereiteten DNA
vermischt und in die vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Invitrogen, d=2mm) tiberfiihrt. Im
Genepulser (Biorad) wurde bei 2.500 V, einer Kapazitit von 25 pF und einem
Paralellwiderstand von 400 Q elektroporiert. Direkt nach dem auslosenden Spannungsstoss
wurde der Elektroporationsansatz in 1ml SOC-Medium {iiberfiihrt und 1 Stunde bei 37°C im
Bakterienschiittler inkubiert. Verschiedene Mengen des Ansatzes wurden anschlieBend auf

LB/Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.8 Zellbiologische Methoden

4.8.1 Einfrieren von Zellen

Etwa 1x10° Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsin iiberschichtet und 5 Minuten
bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden nach Ablésung von den Zellkulturflaschen in 5ml
Medium aufgenommen und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 100xg sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 1ml Einfriermedium (60% FCS, 30% DMEM und 10% DMSO)
aufgenommen, sofort in Cryotubes iiberfiihrt und bei —80°C weggefroren. Nach etwa 24

Stunden wurden die Zellen fiir langfristige Lagerungen in fliissigem Stickstoff {iberfiihrt.
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4.8.2  Auftauen von Zellen

Tiefgefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C rasch aufgetaut und in 10ml Medium
tiberfiihrt. Zum Entfernen des toxischen DMSO wurden die Zellen bei Raumtemperatur fiir 5
Minuten bei 100xg sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 10ml
Kulturmedium ohne Antibiotikum aufgenommen, in Zellkulturflaschen iiberfiihrt und bei
37°C / 5% CO; inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Medium nochmals erneuert oder durch

Medium mit Antibiotikum ersetzt.

4.8.3  Zellzahlung

Um bei der Transfektion von Zellen vergleichbare Resultate zu erhalten, ist es von
Bedeutung, moglichst konstante Versuchsbedingungen zu schaffen und deshalb die Zellzahl
und damit die Konfluenz am Tag der Transfektion (80-90% Konfluenz) durch kontrolliertes
Ausséden gleich zu halten. Einen Tag vor der Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA
wurden diese mit PBS gewaschen, trypsiniert und in definierter Menge Medium
aufgenommen. 10pul dieser Zellsuspension wurden in 40ul Trophanblau 1:5 verdiinnt und die
Zellzahl pro ml in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die fiir das Ausplattieren
erforderliche Zellmenge wurde dann mit Medium auf das erforderliche Volumen verdiinnt

und in die entsprechenden Zellkulturflaschen bzw. Zellkulturschalen ausgesit

4.8.4 Transiente Transfektion

Fiir die Untersuchung von Gen- und Proteinexpression in Zellen wurden die verwendeten
Zelllinien (HuH-7; HuH-7/Mono; HuH-7/BB7; CF2, 293T, HT1080) entweder nach der
Calcium-Phosphat-Methode oder mit Lipofectamine 2000 mit Plasmid-DNA transfiziert. Die

Zellen wurden dann nach 2—-5 Tagen fiir experimentelle Zwecke extrahiert.

4.8.4.1 Calciumphosphat-Prizipitation

Diese Methode zur Einschleusung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen beruht auf
der Bildung von DNA-Calciumphosphat-Prizipitaten, die unter Schockbedingungen
endocytotisch von der Zelle aufgenommen werden.

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2-3x10* HuH-7 Zellen/cm” in verschiedenen

Zellkulturflaschen oder 6-well-Platten ausgeséit. Am folgenden Tag wurde 2-3 Std vor dem
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Transfektionsbeginn das Medium erneuert. Unter Beliiftung mit einer Pasteurpipette wurden
dann 12,4pul CaCl; zu insgesamt 3ug Plasmid-DNA dazugegeben und mit dH,O auf 100ul
aufgefiillt (Ansatz A, bezogen auf 9,5cm’). Dieser Ansatz wurde dann wiederum unter
Beliiftung durch eine Pasteurpipette in 100ul 2x HBS (Ansatz B) tiberfiihrt. Nach 20miniitiger
Inkubation bei RT wurde der Transfektionsansatz auf die zuvor mit 1ml DMEM
tiberschichteten Zellen gegeben. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Zellen 7 Stunden
spiter erst mit PBS gewaschen und anschlieBend mit neuem Medium iiberschichtet. 72
Stunden nach der transienten Transfektion mit Calciumphosphat wurden die Zellen in

verschiedenen Studien eingesetzt.

4.8.4.2 Lipofectamine 2000

Lipofectamine ist eine Liposomen-Formation die aus kationischen und neutralen Lipiden
(3:1; w/w) besteht. Durch den amphiphilen Charakter interagieren die kationischen Lipide des
Lipofectamines spontan mit DNA und bilden Lipid-DNA-Komplexe. Durch die Fusion der
Zellmembran mit dem Lipid-DNA-Komplex wird die DNA direkt ins Zytoplasma freigesetzt
und nicht {iber Endocytose wie bei Calciumphosphat oder DEAE-Dextran.

Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert und in
Medium aufgenommen 10ul der Zellen wurden in 40ul Trophanblau 1:5 verdiinnt und durch
Auszihlung in der Neubauer-Zihlkammer auf 2-3 x 10* Zellen/cm® eingestellt und in
T25/T75 Zellkulturflaschen ausgesdet. Am Tag der Transfektion (80-90% Konfluenz) wurde
das Medium der Zellen entfernt, mit Opti-MEM gewaschen und die Zellen mit neuem
Medium (Opti-MEM) {iberschichtet. Dann wurde zum einen pro Ansatz 2,7ul
Lipofectamine2000 in 50ul Opti-MEM (Ansatz A) und zum anderen insgesamt Sug DNA in
ebenfalls 50pl Opti-MEM (Ansatz B) verdiinnt (bezogen auf 9,5 cm?). Beide Ansitze wurden
nach 5 Minuten Inkubation miteinander vermischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend auf die Zellen getrdufelt. Nach 5 Stunden Inkubationszeit bei
37°C/ 5% CO, wurde das Transfektionsmedium abgenommen, mit PBS gewaschen und neues

Medium ohne Antibiotikum dazugegeben.

4.8.5 Stabile Transfektion

Neben der transienten Transfektion konnen eukaryotische Zellen auch stabil mit
eukaryotischen Expressionsplasmiden transfiziert werden und stehen damit dauerhaft fiir

Untersuchungen zur Verfligung. Dabei wird das Plasmid dauerhaft in das Genom der Zelle
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integriert und nicht rekombinante Zellen werden durch die anschlieBende Antibiotika-Gabe
eliminiert.

Am Vortag der Transfektion wurden HuH-7 oder HuH-7/Mono Zellen auf 2-3x10*
Zellen/cm” eingestellt, in T25 Zellkulturflaschen ausgesit und die Transfektion, wie mit der
Calcium-Phosphat-Technik ~ beschrieben,  durchgefiihrt. Um den  Zellen eine
Regenerationsphase von der unter zelltoxischen Bedingungen durchgefiihrten Transfektion zu
ermoglichen, wurden sie erst 48 Stunden danach mit entweder 350pg/ml Hygromycin fiir die
Selektion von pcDNA3.1/Hygro-Konstrukten oder mit 350pug/ml G418 fiir die Selektion von
siRNA-exprimierenden Plasmiden mit Neomycin-Resistenz versehen. Um stabile Zellinien
aus Einzelklonen zu erhalten wurden dann die selektionierten und hochgewachsenen Zellen
trypsiniert, in 10 ml Medium verdiinnt, in 96-well-Platten ausgesit und Wells mit
Einzelklonen wieder selektioniert und weiter kultiviert. Das Vorhandensein der integrierten

DNA wurde mittels PCR analysiert.

4.8.6 Immunofluoreszenz-Firbung

Zur Untersuchung der tCD4-Rezeptor-Expression verschiedener erstellter Konstrukte
wurden Analysen mittels CDA4-FITC-Antikorper im fluorescence-activated cell sorter
FACScalibur durchgefiihrt. Der FITC-konjugierte Anti-Maus Antikérper CD4 (Miltenyi
Biotec) wurde als Detektionsantikdrper verwendet.

Trypsin verdaut Oberflichenrezeptoren und deshalb wurden die Zellen mittels PBE
abgeldst, in 10ml PBS aufgenommen und 5 Minuten bei 100xg und 4°C (Heraeus Sepatech,
Biofuge RF) abzentrifugiert. Nach Aufnahme des Zellpellets in PBS zu 5x10° Zellen/ml
wurden die Zellen mit 10ul CD4-FITC fiir 30 min lichtgeschiitzt bei 4°C inkubiert. Danach
wurden die Zellen erneut zentrifugiert, in 2ml PBS aufgenommen und bis zur Messung im

FACScalibur oder zur Sichtung im Mikroskop lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

4.8.7 Magnetische Zellseparation

Bei der Transfektion von Zellen kann die Transfektionseffizienz erheblich variieren und
Ergebnisse in Untersuchungen verfilschen. Die magnetische Zellselektion ist eine Methode,
um transient transfizierte Zellen mittels Zelloberflichenrezeptors von nicht transfizierten
Zellen zu trennen und selektiv fiir weitere Untersuchungen zu ernten. Deshalb wird das

Plasmid, dass die zu untersuchende Gensequenz enthdlt, zusdtzlich mit dem Vektor
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PMACSA4.1, der einen verkiirzten CD4-Oberflachenrezeptor (,,truncated CD4) exprimiert, in
die Zielzellen co-transfiziert. Das Fehlen der intrazelluliren Doméne des tCD4 verhindert die
urspriinglich vorhandene Signaltransduktion des CD4-Rezeptors. Durch die vorhandene
extrazellulire CD4-Domine konnen co-transfizierte Zellen durch magnetische MicroBeads,
die mit einem monoklonalen CD4-Antikorper konjugiert sind, gebunden und iiber eine
magnetische Séule isoliert werden.

Transfizierte Zellen wurden 3-5 Tage nach der Transfektion mit PBS gewaschen und
mit PBE vom Kulturflaschenboden abgelost. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 100xg
zentrifugiert und das Pellet in 800ul PBS aufgenommen. Nach Zugabe von 90ul CD4-
MicroBeads wurde die Zellen 15 Minuten bei 20°C und 400 rpm (Thermomixer comfort,
Eppendorf) inkubiert. Wihrendessen wurden die Sdulen im MACS-Separator mit 500ul
entgastem PBS equilibriert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit zusitzlichen
entgasten 1200ul PBS verdiinnt und in 500ul Aliquots zur Bindung der CD4-positiven Zellen
auf die magnetische Sdule gegeben und durchlaufen gelassen. Die Sdulen wurden mit 6 x
500ul entgastem PBS gewaschen und die an die Sdulen gebundenen transfizierten Zellen dann
mit 1000ul PBS eluiert. Die eluierten Zellen wurden in zwei Eppendorfhiittchen aufgeteilt,
zentrifugiert und die Pellets in 100ul 1xWesternblot-Puffer und 600ul B-Mercapto/RLT-

Puffer aufgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C weggefroren.

4.8.8 Propidiumiodid-Farbung

Propidiumiodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstringigen Nukleinsduren
interkaliert und mit dem der DNA-Gehalt von Zellen in der Durchflusszytometrie gemessen
werden kann. Um kein verfdlschtes Ergebnis zu erhalten, miissen die Zellen jedoch zuvor
zusitzlich mit RNase A behandelt werden, um doppelstringige RNA (rRNA, tRNA) zu
eliminieren. Propidiumiodid wird durch Laserlicht mit einer Wellenlinge von 488nm
angeregt und emittiert rotes Licht mit Wellenldngen um 600nm.

Die zu untersuchenden Zellen (6x10°) wurden mit PBS gewaschen, trypsiniert und in
5ml PBS aufgenommen. Nach Zentrifugation von 5 Minuten bei Raumtemperatur und 100xg
wurde das Zellpellet in 200ul Kernférbelosung aufgenommen und fiir 15 Minuten bei 37°C
lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieBend wurden 200ul RNase-A-Losung dazugegeben und
nochmals fiir 15 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 400ul FACS-Messpuffer wurden die
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Zellen bis zur Messung im FACScalibur in Aluminiumfolie lichtgeschiitzt verpackt und bei

4°C aufbewahrt.

Kernfarbeldsung 150 pg/ml  Propidiumiodid-Lésung (Img/ml), 4mM
Natriumcitrat, 1%BSA, 1% Triton X-100

RNase-A-Losung Rnase A (10 mg/ml), 10mM Tris (pH7,5), 15mM NaCl

FACS-Messpuffer 10mM Tris (pH7,5), 10mM NaCl

4.8.9 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Die Messung der fluoreszierenden Oberflichenrezeptoren (tCD4-AK-Staining) sowie die
Bestimmung des DNA-Gehalts (Propidiumiodid-Féarbung) erfolgte in einem Becton-
Dickinson FACScalibur bei einer Anregungswellenlinge von 488nm, im griinen
Spektralbereich bei 520nm, und wurden zum Leuchten angeregt. Gemessen wurden zum
einen die Beschaffenheit der einzelnen Zellen durch FSC (Zellgrosse) und SSC (Granularitét)
in einem ersten Histogramm und zum anderen die Zellzahl bei verschiedenen
Propidiumiodid-Intensititen (FL-2) in einem zweiten Histogramm. Die Auswertung wurde
mit Hilfe der WinMDI-Software Version 2.6 durchgefiihrt.

Bei der Propidiumiodid-Farbung konnte in Zellpopulationen durch die Intensitét der
Propidiumiodid-Fluoreszenz auf die prozentuellen Anteile der sich in der Gl1- (einfacher
Chromosomensatz 2n), S- (Synthesephase >2n) und G2/M- (doppelter Chromosomensatz 4n)
Phase befindlichen Zellen geschlossen werden. Durch diese Daten konnten Riickschliisse auf

den Ablauf des Zellzyklus unterschiedlicher Zellpopulationen gezogen werden.

4.8.10 Praparation nukleirer Extrakte

Bei HuH-7 Zellen, die transient oder stabil mit siRNAs, Antisense-Oligonukleotiden und
Ribozymen transfiziert wurden, sollten nukledre Extrakte zur Untersuchung von Proteinen im
Nukleus prépariert werden.

Dabei wurden die Zellen nach der entsprechenden Inkubationszeit der Untersuchung
durch magnetische Zellseparation geerntet und in 500ul PBS aufgenommen. Nach 5 Minuten
Zentrifugation bei 4°C und 1000xg wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet
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vorsichtig in 200ul NPBT-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nach 10 Min.
Inkubation auf Eis in einem Eppendorfgefdll auf 200l eines 50 %igen Succrosekissens (50 %
Succrose in NPB) geladen und fiir 10 Min. bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand und das Succrosekissen wurden vorsichtig abgesaugt und das Kernpellet in einem
Volumen von 100ul Dignam C resuspendiert und 30 Min. bei 4°C im Uber-Kopf-Schiittler
inkubiert. Durch einen erneuten Zentrifugationsschritt bei 4°C und 14.000 rpm wurden die
Membranen erneut pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und der Proteingehalt

mittels Bradford-Protein Test ermittelt.

NPB 10mM Tris/HCL (pH 7,4), 2mM MgCl,, 140mM NaCl

Inhibitoren (Tabl.) ImM Na3zVOy4, 2mg/ml Aprotinin, 0,5mM PMSF/ 0,5mM
DTT

NPBT NPB, 0,5% TritonX-100, 1 Tabl. Inhibitoren ad 10ml

NPB/ Succrose NPB, 50% Succrose, 1Tabl. Inhibitoren ad 10ml

Dignam C 20mM Hepes (pH 7,9), 25% Glycerol, 0,42M NaCl,

0,2mM EDTA, 1Tabl. Inhibitoren ad 10ml

4.8.11 B-Galactosidase-Test

Die Expression des B-Galactosidase-Gens wird in dem Plasmid pCMVB von einem sehr
starken CMV Promoter gesteuert und dient allgemein zur Uberpriifung der
Transfektionseffizienz. Dariiber hinaus werden die in dem Luciferase-Test erhaltenen
Messungen der Luciferaseaktivititen mit den [-Galactosidase-Werten aus derselben
Transfektion fiir die Darstellung der Versuchsergebnisse abgeglichen. Die in Zellextrakten
vorhandene Aktivitdt der -Galactosidase kann dabei durch die Umsetzung von ONPG in
einer Farbreaktion spektrophotometrisch nachgewiesen und quantifiziert werden.

Von dem fiir die Luciferase-Messung geernteten Zell-Lysat (350ul) wurden 10ul des
Zell-Lysats in dreifachem Ansatz in 96-well-Platten vorpipettiert und dann 100ul B-Gal-Test-

Puffer dazugegeben. Der Ansatz wurde dann bei 37°C etwa 30 Minuten im Dunkeln inkubiert
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und bei einer leichten Gelbfarbung die Reaktion mit 50ul Na,CO3; abgestoppt. Im Anschluss
wurden die Reaktionsansétze bei einer Wellenldnge von 405nm im Photometer (Lambda Scan
200e) gegen einen Leerwert gemessen. Um die B-Galactosidase-Werte als Korrekturgrofle zu

nutzen, sollten sich alle Werte im linearen Bereich befinden, der sich bei der OD4os zwischen

0,2 und 0,8 befindet.

B-Gal-Test-Puffer 60mM Na,HPO,, 39mM NaH,HPO,, 10mM KCIl, ImM
MgSO4 2 mM DTT, Img/ml ONPG

4.8.12 Luciferase-Test

Diese Methode zur Quantifizierung von Promoteraktivititen basiert auf der durch Firefly
Luciferase katalysierten Oxidation von Luciferin und der dadurch hervorgerufenen
Photonenemission.

Bei den transienten Transfektionen wurden zu 4pg Plasmid-DNA 500ng p-
Galactosidase-DNA und 500ng Firefly-Luciferase-Plasmid dazugegeben und die Zellen je
nach Versuchsbedingungen nach 3-5 Tagen mit PBS gewaschen und 350ul Extraktionspuffer
auf die Zellen gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die sich
ablosenden Zellen aufgenommen, 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in
ein neues Eppendorthiittchen iiberfiihrt und bis zur Aktivitditsmessung bei —20°C eingefroren.
Zur Messung der Luciferaseaktivitit wurden 300ul Luciferase-Messpuffer in Sarstedt
Rohrchen mit 50ul Zell-Lysat vermischt und die Lumineszenz im Luminometer ,,Lumat* (Fa.
Berthold) gemessen (Injektion von 100ul Luciferinlésung je Probe).

Fir die Interpretation von Versuchsergebnissen wurde dann die ermittelte
Luciferaseaktivitit mit den im anschlieBenden [-Galactosidase-Test ermittelten Werte

abgeglichen. Dabei wird der Quotient aus Luciferase- und B-Galactosidase-Werte dargestellt.

5 x Extraktionspuffer 125mM Tris/ H;PO4 pH 7,8, 10mM EDTA pH 8,0, 50%
Glycerol [v/v], 5 % Triton-X100 [v/v], 2mM DTT (frisch
dazugeben)
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Luciferase-Messpuffer 25mM Glycylglycin, 15mM MgSO4, SmM ATP (frisch
dazugeben)
Luciferin-Losung 250uM Luciferin

4.9 RNA Methoden

4.9.1 RNA-Extraktion und Aufreinigung

Die Extraktion und Aufreinigung von Gesamt-RNA, erfolgte mittels RNeasy Mini Kit von
QIAGEN. Dabei werden nur RNA Molekiile aufgereinigt, die langer als 200 Nukleotide sind.
Kleine RNAs, wie 5.8S RNA (160 Nukleotide), 5S RNA (120 Nukleotide), und tRNAs (70-
90 Nukleotide) werden von den ,,silica-gel membrane*-Sdulen nicht gebunden. Gewebestiicke
aus bei —80°C gefrorenen Leberbiopsien wurden in 600ul B-Mercapto-/RLT-Puffer iiberfiihrt
und in einem Ultraturrax homogenisiert. Nach Zentrifugation des Homogenisats fiir 5
Minuten bei 300xg und 4°C wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefiss iiberfiihrt. Zu
den 600ul der homogenisierten Lysate der Leberbiopsien sowie den in 600ul -
Mercapto/RLT-Puffer  aufgenommenen transient transfizierten und anschlieend
selektionierten HuH-7 Zellen wurde 1 Volumen 70% Ethanol zugefiihrt, gemischt und auf die
RNeasy Mini Spin Sdule gegeben. Da eine Verunreinigung mit DNA nicht ausgeschlossen
werden kann, wird nach den 15 Sekunden Zentrifugation bei 8.000xg RNase-freie DNase-
(10ul DNasel + 70ul RDD ) zum Verdauen der eventuell {ibrig gebliebenen DNA auf die
Sdule gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten mit Puffer RWI/RPE wird die RNA in 2x 30ul H,O dest. eluiert. Die
Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA wurde spektrophotometrisch

ermittelt und die RNA dann bei —80 °C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

4.9.2 Reverse Trankriptase-PCR (RT-PCR)

Fir die Herstellung einer Gen-Library, fiir die Polymerase Kettenreaktion oder fiir
Untersuchungen der RNA im Lightcycler muss die aus dem Gewebe extrahierte
Ribonukleinsdure erst durch die reverse Transkriptase SuperScriptll RNaseH in

Desoxyribonukleinsdure umgeschrieben werden.
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Dabei werden 9ul RNA (2ug) bei 70°C fiir 4 Minuten mit 1ul 10uM Randomprimer
inkubiert (Annealing) und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Dieser Ansatz wurde danach mit
4ul SxFirst strand buffer, 2ul 0,IM DTT, 2ul 10mM dNTP, 1pl RNaseOUT und 1ul
SuperScript II auf insgesamt 20ul aufgefiillt und 10 Minuten bei 25°C inkubiert. Nach 60-
miniitiger Inkubation bei 42°C wurde die Reaktion durch Enzyminaktivierung bei 75°C fiir 15

Minuten gestoppt.

4.9.3 RNA-Agarosegelelektrophorese

RNA-Proben wurden in einem Agarosegel (1,2%) in MOPS-Puffer bei einer elektrischen
Feldstirke von 3-4V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Der Mops-Puffer wurde zusatzlich mit
0,22M Formaldehyd versetzt, welches an der Denaturierung der RNA beteiligt ist, indem es
kovalent an Aminogruppen der Basen bindet und dadurch Basenpaarbildungen verhindert.
Die Ansidtze enthielten 10-20ug RNA in einem definierten Volumen, dem 0,2 Volumen
RNA-Ladepuffer zugesetzt wurde. Um unerwiinschte Sekundéarstrukturen zu denaturieren, die
ideale Laufbedingungen beeintrichtigen wiirden, wurden die Ansétze fiir 5 Minuten bei 65°C
inkubiert und danach bis zum Auftrag der Proben auf Eis gestellt. Nach Beendigung des
Gellaufes wurden die RNA-Proben im Gel-Doc unter UV-Licht dahin gehend tiberpriift, ob
die RNA erfolgreich aufgetrennt und auch nicht degradiert wurde. Zur Vorbereitung des
Northern Blot Verfahrens wurde das Gel dann fiir 1 Stunde in 20xSSC schwenken gelassen.

20xMOPS 400mM MOPS, 100mM Natriumacetat, 20mM EDTA; pH

7,0 mit 1N NaOH eingestellt

20xSSC-Puffer 3M NaCl, 0,3M Na,-Citrat(2H,0), pH 7,0

5xRNA-Ladepuffer 0,5% Bromphenolblau, 25mM EDTA, pH 8,0, 1%

Ethidiumbromid (10mg/ml), 1,1M Formaldehyd, 20%
Glycerol, 30% Formamid, 20% 20xMOPS, ad H,O bidest.
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4.9.4 Northern Blot

Beim Northern Blot Verfahren wurde die zu analysierende RNA zuerst unter stark
denaturierenden Bedingungen in einem MOPS-Agarose-Gel mit Zusatz von Formaldehyd
entsprechend ihrer Molekulargrosse elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend wurde die
RNA durch Kapillarkrifte aus dem Gel auf eine positiv geladene Nylon-Membran
transferiert. Hierzu wurde eine Hybond N'-Nylonmembran kurz mit bidestilliertem H,O
benetzt und danach 10 Minuten in 20xSSC geschwenkt. Eine Schale wurde mit 20xSSC
gefiillt und der Geltrdger umgedreht hineingelegt. Ein zurechtgeschnittenes Whatman-paper
wurde liber diesen Geltrdger gelegt und ragte auf beiden Seiten tief in die Salzlésung hinein.
Auf dieses Filterpapier wurde das Gel mit den Geltaschendffnungen nach unten gelegt und
luftblasenfrei mit der Hybond-N'-Nylonmembran bedeckt. Darauf wurden 3 Lagen
Whatman-Filterpapier gelegt, dann ein ganzer Stapel saugfahiger Zellstoff, eine Glasplatte
und abschlieend ein Gewicht von etwa 500g zur Beschwerung. Der Transfer der RNA auf
die Membran durch die Kapillarwirkung fand iiber Nacht statt. Am néchsten Tag wurde der
Blot abgebaut, das Gel markiert, getrocknet und die RNA anschlieBend im Stratalinker bei
1200 Watt auf der Membran kreuzvernetzt (Crosslinking). Bis zur Weiterverwendung wurde

die Membran in Folie eingeschweiflt und auftbewahrt.

4.9.5 Radioaktive ,,random-primed*“ DNA-Markierung

Die Methode der ,random-primed”“ DNA-Markierung wurde mittels High Prime DNA
Labeling Kit (Fa. Roche) durchgefiihrt und basiert auf der Hybridisierung von
Oligonukleotiden aller moglichen Sequenzkombinationen an die zuvor hergestellten etwa
100-200bp langen zu markierenden DNA-Sonden. Der zur DNA-Sonde komplementére
DNA-Strang wird von der Klenow-Polymerase unter Verwendung der 3’OH-Enden der
,random“-Oligonukleotide als Primer synthetisiert. Dabei wird radioaktiv markiertes 32P-a
dCTP in den Komplementirstrang mit eingebaut.

Pro Ansatz wurden 25ng DNA-Substrat mit bidestilliertem Wasser auf 8ul aufgefiillt,
10 Minuten bei 95°C denaturiert und danach sofort auf Eis gestellt. Dann wurden 4ul High
Prime Kit, 3ul High Prime Mix sowie Sul [a32P]dCTP dazu pipettiert. Durch 30 Minuten
Inkubation bei 37°C wurden radioaktive Sonden mit hoher spezifischer Aktivitit

(2x10°dpm/ug) erhalten und die Reaktion durch Zugabe von 0,2M EDTA (pH 8,0)
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abgestoppt.  Nicht eingebaute = Desoxyribonukleosid-Triphosphate ~ wurden  durch

Zentrifugation liber Sephadex Sdulen aus dem Reaktionsgemisch entfernt.

High Prime Kit 12-mer Random-Primer Mischung, 1U/ul Klenow-
Polymerase, 5x stabilisierter Reaktionspuffer in 50%
Glycerin (v/v)

High Prime Mix 0,5mM 2’-Desoxyadenosin-5 Triphosphat, 0,5mM 2’-

Desoxyguanosin-5 Triphosphat, 0,5mM 2’-Desoxy-Thy-
midin-5"Triphosphat, in Tris-Puffer

4.9.6 Hybridisierung der RNA mit radioaktiven DNA-Sonden

Die zu markierende Northern Blot Membran wurde luftblasenfrei an die innere Wand einer
mit bidest. Wasser gefiillten Hybridisierungsflasche gelegt, das Wasser wieder entfernt und
10ml QuickHyb-Losung dazugegeben. Nach einer Prahybridisierung von mindestens 1
Stunde bei 60°C wurde die radioaktive DNA-Sonde nach Zugabe von Salmon Sperm und
Erhitzen auf 95°C auf die priahybridisierte Membran gegeben und iiber Nacht bei 60°C im
Hybridisierungsofen inkubiert.

Am ndchsten Tag wurde die Hybridisierungslésung verworfen und ungebundene
DNA-Sonden auf der Membran durch Waschgénge mit 2xSSC bei Raumtemperatur und
1xSSC bei 40°C entfernt. Die Membran wurde anschlieBend in Kunststoffolie eingeschweif3t
und tiber Nacht in einer Expositionscassette belassen. Am Tag darauf wurden die radioaktiven
Signale auf der Expositionsmembran im Phospholmager mit dem Programm pcBAS2.1
gemessen. Einige Membranen sollten mit einer anderen radioaktiven Sonde hybridisiert
werden und so musste die vorherige Sonde durch Erhitzen und Schwenken der Membran in
0,1% SSC bei 95°C fiir 1 Stunde entfernt werden. Die erneute Hybridisierung wurde wie oben

beschrieben durchgefiihrt.

2xSSC 50ml 20xSSC, 5ml 10% SDS, ad 500ml
1xSSC 25ml 20xSSC, 5ml 10% SDS, ad 500ml
0,1xSSC 2,5ml 20xSSC, 5ml 10% SDS, ad 500ml
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4.10 Biochemische Methoden

4.10.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Untersuchung von Zellextrakten auf Proteinebene musste die Gesamtkonzentration
an Proteinen ermittelt werden. Die Konzentrationsbestimmung der Proteine nach Bradford
basiert auf einer Verdnderung eines Farbstoffes (Bradford et al., 1976). Dabei bindet der
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine und verdndert das
Absorptionsmaximum der Farbe von 465nm ohne Protein auf 595nm mit Protein. Die
Intensitit der Farbung bei 595nm kann dann im Spektralphotometer gegen einen Leerwert
gemessen werden und die exakte Proteinkonzentration iliber eine BSA-Eichreihe (1-20ng)
berechnet werden. Fiir die Charakterisierung von Proteinen im Western blot Verfahren ist die
relative Konzentration der einzelnen Proben zueinander wichtiger als die tatsdchliche Menge
und kann ohne BSA-Eichreihe durch die Formel (ODs¢s*18,526)-0,53= x pg/ul Protein
relativ gut an die tatsdchliche Gesamtkonzentration angendhert werden.

Die im 1xWB-Puffer aufgenommenen Zellextrakte wurden zuerst 5 Minuten bei 95°C
fiir die Auflésung von Tertidrstrukturen erhitzt und langsam abgekiihlt. In einer Kiivette
wurden dann 799ul H,O mit 200ul Biorad-Dye-Reagent-Concentrate (Fa. Biorad) vermischt
(1:5 Verdiinnung) und 1pl des Extrakts dazugegeben und nach 10 Minuten Inkubation im

Spektralphotometer bei 595nm gemessen.

4.10.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinwechselwirkungen werden 1im WB-Puffer durch die Reduktion von
Disulfidbindungen durch B-Mercaptoethanol unterbunden und die Proteine letztlich durch
SDS denaturiert. Proteine konnen dann aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte
in SDS-Gelen aufgetrennt und anschlieBend durch Coomassie-Farbung oder Western blot
Verfahren als Proteinbanden dargestellt werden.

Es wurden je Ansatz 10ug Protein mit 1xWB-Puffer auf ein einheitliches Volumen
aufgefiillt und bei 95°C 5 Minuten aufgekocht. Nach Abkiihlung wurden die Ansidtze und
10ul eines Molekulargewichtstandards (Fa. Biorad) auf ein 12% SDS-Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 30mA und wurde gestoppt, sobald die Lauffront des

Bromphenolblaus aus dem Gel ausgetreten war.
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Trenngel (12%) 6ml Acrylamid [30%]/ Bisacrylamid [0,8%], 3,75ml WB-
Losung A, 5,25ml H,0, 30ul TEMED, 37,5u] Ammonium
Peroxid Sulfat [10%]

Sammelgel (3,5%) 1,1ml Acrylamid [30%]/ Bisacrylamid [0,8%], 2,5m] WB-
Loésung B, 6,5ml H,0O, 20ul TEMED, 40ul Ammonium
Peroxid Sulfat [10%]

WB-Losung A 1,5M Tris, 0,4% SDS, ad 1000ml H,O

WB-Losung B 0,5M Tris, 0,4% SDS, ad 1000ml H,O

1xWB-Puffer 50mM Tris-HCL pH 6,8, 10% Glycerol (v/v), 2% SDS

(w/v), 0,05% Bromphenolblau (w/v), 2,5% 8-
Mercaptoethanol (v/v), ad 10ml H,O, Aliquots bei —20 °C

10xSDS-Laufpuffer 250mM Tris, 1,92M Glycine, 1% SDS, ad 1000ml H,O

4.10.3 Coomassie-Brilliant-Blue-Fiarbung von SDS-Gelen

Die im Polyacrylamidgel durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnen mit dem
Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue dargestellt werden. Die Nachweisgrenze dieses
Verfahrens liegt bei 0,1-2pg pro Proteinbande. Die geladenen Proteinmengen lassen sich auf
diese Weise optisch abschitzen, so dass Coomassie-gefarbte Gele als Beladungskontrolle fiir
nachfolgende spezifische Nachweisverfahren wie z.B Western blot dienten. Es wurde eine
fertige kolloidale Coomassie-Suspension der Fa. Roth gemdl der Vorschrift des Herstellers

verwendet.

4.10.4 Waestern blot

Mit Hilfe des Western blot Verfahrens konnen Proteine, die vorher in der SDS-PAGE
anhand der Molekulargewichte aufgetrennt wurden, spezifisch nachgewiesen werden. Dabei
werden bei Anlegen einer Spannung in einem Semi-Dry-Blotter die Proteine aus dem

Polyacrylamidgel auf eine  Membran transferiert. ~ Nach  Absittigung  der
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Proteinbindungsstellen der Membran durch geeignete Blocking-Ldsungen wird diese durch
spezifische Primdr-Antikorper markiert, an die dann sekundére mit alkalischer Phosphatase
gekoppelte  Antikorper  binden. Die  alkalische Phosphatase kann dann ein
chemilumineszierendes Substrat umsetzen und dieses folglich durch Lichtemissionen von
461-466nm sichtbar gemacht werden.

Die durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden in
einer Semidry-Blot-Apparatur auf eine mit Methanol angefeuchtete Nylonmembran
transferiert. Der Proteintransfer wurde mit Transferpuffer bei Raumtemperatur bei
30V/300mA in 40 Minuten durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran fiir eine Stunde
in Blocking Losung (Fa. Invitrogen) abgeséttigt, um unspezifische Proteinbindungen durch
Antikorper zu verringern. Nach kurzem Waschen wurde die Membran dann mit dem 1.
spezifischen Antikorper flir 3 Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend zweimal in Antikorper-Wasch-Losung (Fa.
Invitrogen) gewaschen und dann wieder fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
bei 4°C mit dem spezifischen Kontroll-Antikorper (B-Actin-Antikdrper) inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurde die Membran letztendlich mit dem alkalischen Phosphatase-
konjugierten Sekundérantikdrper inkubiert. Nach erneutem doppeltem Waschvorgang wurde
der Blot mit dem Substratansatz gemdll den Angaben des Herstellers (Western Breeze Kit, Fa.
Invitrogen) entwickelt. Die durch die alkalische Phosphatase emittierte Chemilumineszenz
durch Substratumsetzung wurde in einem Filmentwickler (Optimax, Fa. Protec

Medizintechnik) auf einem Rontgenfilm fixiert.

Transferpuffer 39mM Glycine, 48mM Tris-HCL, 0,037% SDS, 20%
Methanol, pH 8,3

Blocking Solution 20% Blocker/ Diluent Part A [v/v], 30% Blocker/ Diluent
Part B [v/v], ad H,O

Blocker/ Diluent Part A Konzentrierte Detergenz enthaltende Salzldsung

Blocker/ Diluent Part B Konzentrierte Hammesten Casein Losung
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4.11 Retrovirale Arbeitsmethoden

4.11.1 Produktion von Retroviren

Fiir die Produktion von Retroviren muss eine Verpackungszelllinie mit dem retroviralen
siRNA-Plasmid pSuppressorRetro sowie mit den fiir die Virushiille kodierenden Plasmiden
env- und vsv-g co-transfiziert werden. Die dann entstehenden Viren konnen mit dem
Mediumiiberstand entnommen und bis zur Weiterverwendung bei —80°C weggefroren
werden. Da die adhdrente Verpackungszelllinie 293T sehr empfindlich ist und sich schnell
vom Boden der Zellkulturflaschen ablésen, mussten 10cm Zellkulturschalen fir die
verbesserte adhdrente Haftung der Zellen am Vortag des Ausplattierens mit 0,01% Poly-L-
Lysin-Losung beschichtet werden. Die Losung wurde 5 Minuten auf den 10cm Schalen
inkubiert, die Losung wieder abgenommen, dann die Platten fiir 2 Stunden trocknen gelassen
und anschlieBend bei 4°C aufbewahrt. Am Tag der transienten Transfektion sollte die
Konfluenz der Zellen etwa 80% betragen. Die Transfektion wurde entsprechend der bereits
beschriebenen Calciumphosphat-Prazipitation durchgefiihrt. Am Tag 2, 3 und 4 wurde jeweils
der Virus-enthaltende Medium-Uberstand abgenommen. Der Uberstand wird dann fiir 10
Minuten bei 2000rpm und 4°C zentrifugiert, um Zellreste zu pelletieren. Der Uberstand wird
dann durch einen 0,45um Millipore Millex HV-Filter in ein 15ml Falcon filtriert und bei

—80°C bis zur weiteren Verwendung weggefroren.

4.11.2 Virus-Titer-Test

Um den Virustiter fiir die Transduktion der Retroviren zu bestimmen, wurden am Vortag
der Transduktion HT1080-Zellen in einer Dichte von 2x10* Zellen/cm® in 6-well-Platten
ausplattiert. Am Tag der Transduktion wird 2ml DMEM mit 16ug Polybrene, das
unspezifische Oberflachenrezeptoren blockiert, in den 6-wells vorgelegt. Die Virussuspension
wird bei im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, 100ul Suspension entnommen und 1:10 und 1:100
Verdiinnungen in DMEM hergestellt. Es wurden jeweils 20ul Virussuspension der 1:1-, 1:10-
und 1:100-Ansétze in Doppelansitze auf die HT1080-Zellen pipettiert. Als Kontrolle wurde
ein Ansatz ohne Virus als Negativkontrolle und Virus eines bekannten Titers als
Positivkontrolle mit angesetzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch neues Medium mit
G418 ersetzt und bis zum Tag 12 immer wieder erneuert. Am Tag 12 wurde der Virustiter
durch eine Coomassie Blue Fiarbung bestimmt. Dabei wurden die Zellen mit PBS gewaschen,

Iml/well Coomassie Blue auf die Zellen gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur
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inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und 1 Stunde trocknen
gelassen Die positiv transduzierten Zellen konnten dann durch Thre Blaufirbung am
Mikroskop ausgezéhlt werden und nach der Formel CFU (Colonie forming wunit)/ml =

(Kolonien x Verdiinnung x1000)/ transduziertes Volumen ausgewertet werden

4.11.3 Transduktion von HuH-7 mit Retroviren

Am Vortag der Transduktion wurden HuH-7 Zellen in einer Dichte von 2,5x10°
Zellen/cm® ausplattiert, so dass sie eine Konfluenz von etwa 70 % erreichen. 3,5ml der
Virussuspension wurden nach dem Auftauen mit 8ug/ml Polybrene versetzt, auf die Zellen
gegeben und iiber Nacht bei 37°C/5% CO, inkubiert. Am néichsten Tag wurde die
Transduktion noch einmal wiederholt und am Tag 3 dann neues Medium inklusive G418
dazugegeben. Fine Negativkontrolle, die nicht transduziert wurde, galt bei Absterben durch
das Selektionsmedium als Anhalt flir die erfolgreiche Selektion angewachsener HuH-7

Zellen.
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5. Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der Bedeutung zelluliirer Proteine fiir die subgenomische

HCYV Replikation und Translation

Fiir einen optimalen Replikationszyklus ist das Hepatitis C Virus neben den eigenen
viralen Proteinen auch auf die Nutzung von zelluldren Transkriptions- und
Translationsfaktoren der Wirtszelle angewiesen. So sollte die Expression verschiedener
zelluldrer Proteine, die als HCV Kofaktoren in Frage kommen, in den Hepatocyten durch
Antisense-RNA gehemmt oder durch Sense-RNA erhoht werden. Eine Uberpriifung der
Auswirkung auf die Replikation und Translation des Hepatitis C Virus sollte dann auf Protein
und RNA Ebene in der humanen Hepatocytenzelllinie HuH-7, die in einer zusétzlichen
modifizierten Version ein monocistronisches subgenomisches HCV Replikon exprimiert,

durchgefiihrt werden.

5.1.1 Klonierung von Sense- und Antisense-Plasmiden

Potentielle HCV Kofaktoren (HuR; PSMA1; PSMA7; PTB; hnRNP C) sollten mittels
spezifischer 5" und 3’-Primer aus einer cDNA- Bibliothek amplifiziert werden. Diese Primer
beinhalteten Restriktionsschnittstellen, mit denen die Amplifikate sowohl in Sense- als auch
in Antisense-Richtung in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+)hygro kloniert
werden konnten. Nach Amplifikation der Gene wurden die Fragmente aufgereinigt, in
pcDNA3.1hygro kloniert und mittels Restriktionsverdau auf Richtigkeit des Produkts
tiberpriift. Abschlieend wurden die klonierten Sense- und Antisense-Plasmide kommerziell

durch MWG Biotech sequenziert.

5.1.2  Uberexpression der Gene in monocistronischen HCV Replikonzellen

Nach transienter Transfektion der verschiedenen
Expressionsplasmide in HuH-7 Zellen sollte zuerst
die intrazelluldre Expression der genspezifischen
mRNA im Northern Blot-Verfahren {iberpriift ' ' . #1 Kontrolle

#2 HuR-sense

werden. Dadurch kann die Funktionalitit des #3 HuR-antisense
Expressionssystems nachgewiesen und mogliche ##2 #3

Fehlfunktionen ausgeschlossen werden. So wurde
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die mRNA der Gene quantitativ mit PCR- '
#1 Kontrolle
synthetisierten °P-radioaktiv markierten DNA- . #2 hnRNP C-sense
#1

Sonden hybridisiert und mit pcBAS nachgewiesen. #3 hnRNP C-antisense

Es zeigte sich, dass in allen Fillen die Transfektion 2

der Sense-Konstrukte in HuH-7 Zellen im Vergleich . v #1 Kontrolle
#*
zur Negativkontrolle (pcDNA3.1(+)hygro- . #2 PSMA7-sense
transfizierter Leervektor) zu einer deutlichen #3 PSMAT7-antisense
Uberexpression der genspezifischen mRNA fiihrte. #lo#2 3
Da die durch PCR hergestellte radioaktive Sonde mit
#1 Kontrolle
beiden Stringen hybridisiert, konnte auch die g # PSMAl-sense
Uberexpression der Antisense-mRNA des jeweiligen _ #3 PSMAIl-antisense
Gens gezeigt werden. Ho#2
Dabei konnte beobachtet werden, dass die
) - . #1 Kontrolle
plasmid-basierte Uberexpression der verschiedenen " # IRF3-sense
Gene auf RNA-Ebene trotz der Nutzung des #3 IRF3-antisense
#1 #2 #3
gleichen Expressionssytems sowie des Einsetzens
dquivalenter Mengen an Plasmid-DNA wihrend der
#1 Kontrolle
Transfektion zu unterschiedlichen hohen - . #2 TRFl-sense
Expressionsniveaus fiihrte. #3 IRFl-antisense
#1 #2 #3
Abb.5.1: mRNA-Genexpression ~ (Northern — Blot)

klonierter Sense- und Antisense-Konstrukte
im Vergleich zur Leervektor-transfizierten
Kontrolle

So stellte sich anschlieBend die Frage, ob die Erh6hung des mRNA-Levels der Gene
ebenfalls mit einer Erhdhung des entsprechenden Proteinniveaus korreliert. Es konnte im
Western Blot-Verfahren durch spezifische monoklonale Antikorper gegen die zelluldren
Proteine Human Antigen R (HuR), Proteasome Subunit Alpha 7 (PSMA7) und
Polypyrimidine Tract Binding Protein (PTB) gezeigt werden, dass eine Uberexprimierung
durch Sense-Konstrukte auch zu einer Uberexprimierung auf Ebene der Proteine fiihrt,
wihrend die Transfektion mit Antisense-Konstrukten zu einer spezifischen Verminderung des

betreffenden Proteins fiihrt.
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Western Blot Analyse. Proteinexpression nach Transfektion von HuH-7 Zellen mit Sense (S) und Antisense
(AS)-Konstrukten im Vergleich mit Leervektor-transfizierten Zellen: A.PTB B.PSMA7 C.HuR

5.1.3 Einfluss zellulirer Proteine auf die subgenomische HCV Replikation und

Translation

Nachdem gezeigt wurde, dass die Expression der Gene durch Sense-, bzw. Antisense-

Konstrukte zu einer Verdnderung des spezifischen Proteinniveau fiihrt, sollte dann {iberpriift

werden, inwiefern dadurch auch die subgenomische Replikation und

IRES-vermittelte

Translation des Hepatitis C Virus beeinflusst wird. Wenn eines der zelluldren Proteine eine

wesentliche Rolle in dem Replikationszyklus des Hepatitis C Virus zuteil werden sollte, dann

miisste auf RNA Ebene oder Protein Ebene eine Beeintrachtigung oder Verstirkung des HCV

Niveaus zu detektieren sein.

HCYV RNA Expression (% d. Kontrolle)

Abb.5.3:

2501

200+

150+

100

50

127.1 121.6
T 13. 98,7 l
100.1 936
100.0
22.5
| —
\\0 » o dtc B \,e '\,% » (.)'%
& é? § £§ 8 §3 &5 &
§ 4 & Yy R
¢ TYee T g

HCYV RNA Expression (% d. Kontrolle)

B

250

200 |

150 |

100

50+

0

206.5

T
144.4
112147 107.0
T 1050
97.7
100.0
744 817
61.3
0) e o & > @ R
§ F 5 F g FF Q‘;S"' & 5??.’
§ &§ § 88 5 5 &
¢ § §F &9 3 f ¥ 5 ©
s

HCV RNA Expression in HuH-7 Zellen, die ein subgenomisches HCVReplikon exprimieren, nach transienter
Transfektion von Genen in Sense-Orientierung (A) und Antisense-Orientierung (B)

HuH-7 Zellen, die stabil ein monocistronisches subgenomisches HCV Replikon

exprimieren, wurden mit Sense- und Antisense-Konstrukten transient transfiziert und nach

drei Tagen iiber einen kotransfizierten CD4-Oberflachenrezeptor nach Magnetisierung durch
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Anti-CD4 markierte Mikcrobeads von nichttransfizierten Zellen mittels magnetischer Saulen
getrennt und im Northern Blot untersucht.

Danach vermogen die Interferon regulatorischen Faktoren 1 und 3 (IRF1/IRF3) die
HCV Replikation durch Expression der beiden Gene in Sense-Orientierung effektiv zu
unterbinden, wohingegen die Blockierung dieser Faktoren durch Antisense-Plasmide die
Replikation des subgenomischen HCV Replikons bis um 100% steigert. Eine moderate
Steigerung der HCV Replikation konnte durch die Sense-Expression von Hypo, PTB und
PSMA7 gezeigt werden, wihrend die Uberexpression der Gene des humanen Antigens R
(HuR), des heterogenen nukledren Ribonukleoproteins C (hnRNP C) und der Proteasom
Untereinheit alpha 1 (PSMAI) keine Verdnderung des HCV RNA Niveaus zeigten.

Zu einer offensichtlichen mittelbaren Verminderung der HCV RNA fiihrte die
Transfektion der Antisense-Konstrukte von PTB, PSMA7 und hnRNP C in den
monocistronischen Replikonzellen, was auf eine Verminderung des Proteinlevels der Gene

riickschlief3en 1asst.
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Abb.5.4: Northern Blot. HCV NS5B Expression in HuH-7 Zellen, die ein subgenomisches HCVReplikon exprimieren,
nach transienter Transfektion von Genen in Sense-Orientierung (A) und Antisense-Orientierung (B)-Werte
mit GAPDH-Signale abgeglichen

Die Expression von [RFI/3-Sense-Plasmiden im monocistronischen HCV
Replikonsystem fiihrt neben der Reduktion des HCV RNA Levels auch zu einer effizienten
Verminderung der HCV NS5B Protein Translation. Dem gegeniiber steht eine bis zu 150%ige
Steigerung der HCV Translation durch Expression von /RF1/3-Antisense-RNA, was auf eine
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direkte Steuerung der HCV Replikation und Translation durch die beiden Interferon
regulatorischen Faktoren schlie3en 1dsst.

Die Ergebnisse der durch Sense-Konstrukte beeinflussten HCV NS5b Expression
zeigen, dass die zelluldren Proteine Hypo, PSMA1, PSMA7, HuR und hnRNP C in Sense-
Orientierung einen groferen Anteil an der Modulation der HCV IRES-vermittelten
Translation als der subgenomischen Replikation tragen. Im Gegensatz dazu konnte die
Expression von PTB in Sense-Orientierung keine wesentliche Verstirkung der HCV
Expression zeigen, jedoch wurde durch PTB in Antisense-Orientierung eine signifikante
Reduktion der HCV Translation erzeugt. Auch durch Expression von HuR, hnRNP C und
PSMA7 in Antisense-Orientierung wurde eine Reduktion des HCV NS5B Niveaus
beobachtet.

5.1.4 Bedeutung zellulirer Proteine fiir die HCV IRES-abhingige Translation im

Luciferase-Reportersystem

Da die bisherigen Untersuchungen gezeigt haben, dass durch Sense- und Antisense-
Plasmide die Expression von Genen verdndert werden kann, die wiederum Einfluss auf den
Replikationszyklus von HCV nehmen, sollte dann tiberpriift werden, ob diese Beobachtungen
speziell auf Interaktionen zwischen der HCV Internal Ribosomal Entry Site (IRES) und den

zelluldren Proteinen zuriickzufiithren ist.

Fiir diese Untersuchung eignet
sich ein bicistronisches
Luciferase Reportersystem, in
dem die Firefly Luciferase HCV
IRES-abhingig translatiert wird
und die 3 untranslatierte Region

(H(S:‘IIJIT;{E N JUTR (UTR) des HCV angehingt ist.

Die Renilla Luciferase wird

PRL-IRES-FL-3'UIR davon unabhidngig unter der

Abb.5.5.: Bicistronisches Reporterkonstrukt. Translation . Kontrolle des SV40-Promoters
der Renilla Luciferase unter der Kontrolle des .
SV40-Promoters, die Translation der Firefly

Luciferase ist HCV IRES-abhéngig Normalisierung genutzt werden.

exprimiert und kann zur
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So wurde das bicistronische Luciferase Reporterkonstrukt pRL-IRES-FL-3"UTR
zusammen mit den Sense-, bzw. Antisense-Konstrukten in HuH-7 Zellen co-transfiziert und
nach 60 Stunden im Luciferase-Test untersucht.

Beobachtungen zeigten, dass die Uberexpression der Interferon regulatorischen
Faktoren 1 und 3, die in den monocistronischen HCV Replikonzellen noch zu erheblichen
Verdanderungen des HCV Replikationszyklus fiihrten, weder in Sense- noch in Antisense-

Orientierung einen dhnlichen Einfluss auf die Expression der Luciferase hatte.
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Abb.5.6: Gemessene Luciferase Aktivitit nach 60 Stunden. Co-Transfektion des bicistronischen Reporterkonstrukts

pRL-IRES-FL-3"UTR (RenillaLuciferase-HCV IRES-FireflyLuciferase-3 nicht translatierte Region) mit
A. Sense-Plasmiden und B.Antisense-Plasmiden. Luciferase-Abgleich durch B-Galaktosidase.

Die in den Replikonzellen gezeigten Ergebnisse durch das zellulire Protein HuR
konnten im Luciferase-System bestétigt werden, durch Expression des Antisense-Plasmids
wurde eine Reduktion der Genexpression um 50% und durch Uberexpression des Sense-
Plasmids eine Steigerung der Protein Translation bis zu 30% beobachtet. Das zusétzlich
erstellte HuR-Stop-s-Konstrukt, dass durch eine Verschiebung des Aminosédureleserahmens
im hinteren Bereich ein vorzeitiges Stop-codon beinhaltet, wurde als Kontrolle fiir HuR
zusitzlich transfiziert. So konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Erhohung der Luciferase
Aktivitit auf der Expression des vollstindigen Proteins HuR beruht.

Weiter zeigte sich, dass auch die Expression von PSMA7 und hnRNP C in Antisense-
Orientierung im Luciferase Reportersystem zu einer Reduktion des Protein Niveaus von 40%,
beziehungsweise 20% fiihrt, was auch schon in den HuH-7 Zellen mit dem stabil exprimierten

monocistronischen HCV Replikon gezeigt werden konnte.
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5.2 Inhibition der Replikation und Translation des Hepatitis C Virus durch RNA

Interferenz

Die Hepatitis C Virus Replikation und Translation sollte zuerst direkt durch Spaltung der
HCV RNA inhibiert werden. Deshalb sollten das HCV Plusstrang-RNA Genom sowie der
intermedidre Negativstrang direkt durch RNA Interferenz inhibiert werden. RNA Interferenz
ist ein in Pflanzen und Wirmern entdeckter konservierter Mechanismus, der durch
doppelstringige RNA-Molekiile von einer Lange von 21-23 Basenpaaren ausgelost wird und
zu einer Spaltung der Ziel-mRNA durch den sogenannten RNA-Induced Silencing Complex
(RISC) fiihrt [75, 76]. Dieser Prozess kann durch Transfektion von synthetischen und
plasmid-exprimierten siRNAs in Zellen ausgeldst werden und der Charakterisierung von

Genen dienen.

5.2.1 Auswahl des Expressionssystems und der Zielsequenzen

Der Kostenfaktor bei synthetisch hergestellten small interfering RNAs (siRNA) limitiert
den Einsatz, so dass filir ein breit gestreutes Screening die Nutzung von plasmid-basierten
small hairpin RNAs (shRNA) vorteilhaft ist.

So wurde der retrovirale

5 - tcgagGCTGACCCTGAAGTTCATCgag1actgIGATGAACTTCAGGGTCAGdttttt -3
3 - *IGACTGGGACTTCAAGTAGL‘tcatgacCTACTTGAAGTCCCAGTC Gaaanagatc — 5°

Expressionsvektor pSuppressorRetro (pSR)

fir die Klonierung von  shRNAs hl sense Scal antisense Abal

kommerziell erworben. Die shRNAs werden 1

.
dabei unter der Kontrolle eines U6- 5 —{ SIRNA sense X Loop XSRNA antisensd TTTTT— 3

Promoters exprimiert. Fiir die Auswahl der Promoter 1

Zielsequenz sollten Richtlinien zum Design

.
von siRNAs beachtet werden, die fiir eine ¥ Uuuuu:O shRNA
wirksame RNA Interferenz vermutlich

unabdingbar sind.

Abb.5.7: Bildung von shRNAs. Annealing erstellter
Oligonukleotide =~ mit Sense- und Antisense-
Sequenzen und Einfiigung in pSR iiber die das
Fragment flankierenden Schnittstellen Xhol/Xbal

So sollten zuerst Sequenzen von 19 bis 23 Basenpaare in der Ziel-mRNA ausgewaihlt
werden, die von jeweils zwei Adenosin und Thymidin-Basen eingeschlossen sind
[(AA)N93(TT)]. Dariiberhinaus sollte unbedingt ein hoher G/C-Gehalt, der zu

Akkumulationen fiihren wiirde, ebenso vermieden werden wie mehr als drei Guanosin-Basen
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in einer Reihe. Der 5 Bereich sollte durch einen hoheren G/C-Gehalt stabiler sein als die

3'Region, die A/T-reicher sein sollte.

siRNA Position in Zielsequenz Lange | G| A| T| C| GC
der RNA (5't03) (nt) (%)
(nt)

siEGFP-126 126 GCUGACCCUGAAGUUCAUC 19 41456 52
sitCD4-665 665 UAGACAUCGUGGUGCUAGC 19 614|514 52
siHCV -74 74 AGCGUCUAGCCAUGGCGUUAG 21 7141 5]5] 63
siHCV-156 156 CCGGUGAGUACACCGGAAUUG 21 71514]|5] 63
siHCV-207 207 CCCGCUCAAUGCCUGGAGA 19 51413|7] 63
siHCV-3"X(+) 9542 GGUCCGUGAGCCGCUUGAC 19 71214]6] 68

siHCV-3"X(-) 10 GCAGAGAGGCCAGUAUCAG 19 71612 4| 58

Tab.5.1: Zielsequenzen von siRNAs im HCV 5'UTR und im HCV 3°UTR, sowie Kontroll-siRNAs, die gegen EGFP
(enhanced green fluorescent protein) und gegen tCD4 gerichtet sind

Innerhalb des Hepatitis C Virus sollten ausschlieBlich Sequenzen in den 5" und 3’
Regionen gewdhlt werden, da diese iiber samtliche HCV Genotypen hochkonserviert sind. So
wurden je zwei Oligonukleotide erstellt, die aus einer durch einen Loop verbundenen Sense-
und Antisense-Sequenz bestehen, die von der Sequenz zweier Restriktionsschnittstellen
flankiert wird. Die kommerziell erworbenen Oligonukleotide wurden dann angelagert und fiir
Untersuchungen in den retroviralen Vektor pSR eingefiigt (s.Abb.5.7)

5'UTR
(HCV IRES)

siHCV-156

Qe

) —fcvar] o

siHCV-3'X

HCV Replikon 1389/hyg-ubi/NS3-3 /5.1

[ hyero Jubil 3 |dal 4B [ sA [ sB_

o —N

Abb.5.8: Zielsequenzen fiir shRNAs in den hoch konservierten 5 und 3” Regionen eines subgenomischen HCV

Replikons in HuH-7 Zellen.
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5.2.2 Nachweis der intrazelluliren Aktivitit der shRNAs

Nachdem die retroviralen Plasmide erstellt
worden waren, sollte dann zuerst tiberpriift werden,
ob die shRNAs im Zytoplasma der Zelle lokalisiert
und intrazelluldr aktiv sowie wirksam sind. So
wurden HuH-7 Zellen mit dem fluoreszierenden

Protein EGFP (Enhanced Green Fluorescent

Protein) transfiziert und zusétzlich entweder mit A. pHygEGFP + Kontroll-siRNA
einem  Kontroll-shRNA  Plasmid als auch
andererseits mit einem gegen EGFP gerichteten
Plasmid (siEGFP126) co-transfiziert. Nach 24
Stunden konnte die Wirksamkeit der shRNA im

Fluoreszenz-Mikroskop eindeutig nachgewiesen

werden, da die siEGFP126-transfizierten HuH-7 B. pHygEGFP + siEGFP-126
Zellen die EGFP-Fluoreszenz im Vergleich zur

Kontrolle deutlich inhibierten.

Abb.5.9: Fluoreszenz von EGFP in HuH-7
Zellen nach Transfektion mit einer A.
Negativ Kontrolle und B. siEGFP126

5.2.3 RNA Interferenz im bicistronischen Luciferase Reportersystem

Die Wirksamkeit der gegen die nichttranslatierten 5 und 3 'Regionen des Hepatitis C Virus
gerichteten shRNAs sollten zuerst im Luciferase Reportersystem untersucht werden. Die
Firefly Luciferase wird in diesem System HCV IRES-abhingig translatiert und miisste durch
effiziente shRNAs in ihrer Aktivitdt inhibiert werden. HuH-7 Zellen wurden mit dem
bicistronischen Reporterkonstrukt pRL-IRES-FL-3'UTR und einem HCV gerichteten
shRNA-Plasmid co-transfiziert und nach 60 Stunden die Luciferase Aktivitit gemessen.
Dabei zeigte sich wie erwartet keine Wirksamkeit der in erster Linie gegen den Negativstrang
des HCV gerichteten siHCV3'X(-). S(HCV74 und siHCV3’X stellten sich in dem Luciferase
System als &duBlerst wirksam heraus, wédhrend siHCV156 eine vergleichsweise geringe

Aktivitit zeigte.
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Abb.5.10: A. Luciferase Aktivitit der HuH-7 Zellen nach transienter Transfektion mit pRL-IRES-FL-3'UTR und
diversen gegen das HCV 5'und 3"'UTR gerichteten shRNAs B. Bicistronisches Luciferase Reporterkonstrukt

5.2.4 Inhibition der subgenomischen Replikation wund Translation eines

monocistronischen HCV Replikons in HuH-7 Zellen durch RNAi

Nach dem Einsatz der shRNAs im Luciferase

HCV __ - - . -

System sollten dann alle shRNAs in den 8000nt
monocistronischen HCV  Replikonzellen nédher GAPDH . I ' .

1400nt

¢

untersucht werden. HuH-7 Replikonzellen wurden 125
mit plasmid-basierten shRNAs und pMACS4.1
transient co-transfiziert. pMACS4.1 kodiert fiir

100122

einen tCD4 Oberflichenrezeptor, der durch 25
Entfernung der cytoplasmatischen Domaine keine
Signal-transduktion mehr auszuldsen vermag. Durch

Bindung von magnetischen Antikérpern an tCD4

HCYV RNA Expression (% d. Kontrolle)

kénnen so transfizierte Zellen in magnetischen

41.9
50 427 409
257
Sdulen von nichttransfizierten getrennt werden. So 0
&
>

. o . . g X LS o
wurden ausschliellich transfizierte Zellen 1im A
¢ §FFFSE
Northern Blot auf Expression der RNA iiberpriift. > T F
Abb.5.11: HCV RNA Expression nach

transienter ~ Transfektion  von
shRNAs in  monocistronische
Replikonzellen
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Im Vergleich zum Luciferase Test zeigten fast alle sShARNAs in den Replikonzellen
eine signifikante Reduktion der RNA Expression um 50 - 70 % (p<0.004). Auch die im
Luciferase Test ineffektive siHCV3'X(-) konnte die HCV RNA Expression um zumindest

25% reduzieren, auch wenn insgesamt gesehen siHCV3'X(-) im Vergleich zu den anderen

shRNAs als nicht besonders effizient eingestuft werden muf.

Im Falle der vier sehr effizienten shRNAs
(siHCV74; siHCV156, siHCV207; siHCV3'X) sollte
sich die Verminderung der HCV RNA Expression
auch im Protein Niveau wiederspiegeln. So wurde die
Protein Expression im Western Blot getestet und
durch NS5B-Antikdrper
der

den spezifischen

nachgewiesen und das FErgebnis mittels
Expression des sogenannten housekeeping gene [3-
actin abgeglichen. Im Falle von siHCV3'X(-) war die
fiir siRNAs eher geringe Reduktion der HCV RNA
um etwa 25 % nicht ausreichend, um auch eine
Auswirkung auf das Niveau der HCV Protein
Expression zu zeigen. Die Ergebnisse der gegen das
HCV 5'UTR gerichteten shRNAs sowie der gegen
den HCV 3°'UTR Plusstrang gerichteten siHCV3'X
korrelierten mit den im Northern Blot gewonnenen
Resultaten. So zeigten die shRNAs eine Reduktion

des HCV NS5B Protein Niveaus um 60 — 80 %.

HCV NS5B
68kD —>

Abb.5.12:

HCYV NS5B Expression (% d. Kontrolle)

bt —

125

100422

~
w
|

W
[=
1

N
W
1

HCV NS5B Expression nach
transienter Transfektion von
shRNAs in  monocistronische
Replikonzellen
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5.3 RNA Interferenz gegen zellulire HCV Kofaktoren

Nachdem gezeigt wurde, dass small hairpin RNAs, die direkt gegen den Plus- und
Minusstrang des HCV Genoms gerichtet sind, den HCV RNA und NS5B Protein
Expressions-Level des subgenomischen monocistronischen HCV Replikons reduzieren,
sollten jetzt zusétzlich potentielle zelluldre Proteine mittels ShRNAs inhibiert werden. Dabei
sollten Proteine gewéhlt werden, denen eine Beteiligung an der HCV Replikation und
Translation zugeordnet wird und die zusitzlich in den schon beschriebenen Untersuchungen
mit Sense- und Antisense-Konstrukten ebenfalls darauf hindeuteten. Das Ziel dabei ist, durch
RNA Interferenz gegen diese zelluldren Proteine eine indirekte Beeinflussung der HCV

Replikation und Translation zu detektieren.

5.3.1 Auswahl von Zielsequenzen fiir HCV Kofaktor-gerichtete shRNAs

PTB (Polypyrimidine tract binding protein), PSMA7 (Proteasome alpha-subunit 7) und
HuR (Human antigen R), bei denen eine Verdnderung ihrer Genexpression durch Sense- und
Antisense-RNA indirekt eine Beeinflussung des HCV Replikationszyklus zufolge hatte,
wurden als Ziele fiir HCV Kofaktor-gerichtete RNA Interferenz gewdhlt. So wurden die
Sequenzen der genspezifischen mRNAs nach oben beschriebenen Kriterien nach sinnvollen
Sequenzen fiir effiziente siRNAs durchsucht. Vier siRNA-Sequenzen wurden pro Zielsequenz
ausgewdhlt, als Oligonukleotide bestellt und iiber Xhol/Xbal-Restriktionsschnittstellen in den

retroviralen Vektor pSuppressorRetro eingefiigt.

siPSMA7-79 siPSMA7-639
siPSMA7-522 l siPSMA7-779

A 5" —| PSMA7mRNA (893n1) A3
siHuR 151 siHuR-958
siHuR-358 siHuR-1162
B 5 — HuR mRNA (2357n1) — Aw 3

siPTB148 siPTB646

SiPTB352 SiPTB1256
C 57 - PTB mRNA (3321n1) - Aw 3

Abb.5.13: Schematische Darstellung der mRNA verschiedener HCV Kofaktoren und Angriffspunkte (Stelle der
Spaltung) gewihlter siRNAs. A.PSMA7 B. Human Antigen R C. PTB
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5.3.2 Genexpression auf RNA-Ebene durch RNAI

Nachdem die Sequenzen fiir die siRNAs gegen zelluldren Proteine ausgewéhlt und in
eukaryotische Expressionsplasmide kloniert worden sind, sollte jetzt zuerst liberpriift werden,
ob nach transienter Transfektion der plasmid-basierten shRNAs in monocistronische
Replikonzellen die genspezifische Expression auf RNA und Protein Ebene inhibiert wird. So
wurden die Genexpression 4 Tage nach Transfektion der HuH-7 Zellen im Northern Blot mit

radioaktiv markierten Sonden hybridisiert und mit pcBAS nachgewiesen.

HuR L3 GAPDH PIB | e = - o
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Abb.5.14: HCV RNA Expression 4 Tage nach transienter Transfektion der plasmid-basierten HCV Kofaktor-shRNAs in
HuH-7 Zellen, die das monocistronische subgenomische HCV Replikon 1389/hyg-ubi/NS3-37/5.1 stabil
exprimieren. A. Human antigen R B. Proteasome alpha subunit 7 C. Polypyrimidine tract binding protein

Alle siRNAs gegen PSMA7 reduzierten den PSMA7 RNA-Level bis zu 50%, wihrend
das bei HuR nur bei einer (siHuR-151), bzw bei PTB zwei shRNAs (siPTB148; siPTB352)
der Fall war. Die small hairpin RNAs siHuR-358, siHuR-958 und siHuR1162 und siPTB1256

zeigten nur eine genspezifische Verminderung auf RNA Ebene um 25 - 30%.
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5.3.3 Inhibition der genspezifischen Translation durch RNAIi

Ob die Reduktion der im Northern Blot ermittelten RNA Expression durch RNA
Interferenz eine Auswirkung auf die Protein Expression hatte, sollte dann mit spezifischen

monoklonalen Antikorpern gegen die jeweiligen Gene im Western Blot getestet werden.
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Abb.5.15: HCV NSS5B Protein Expression 4 Tage nach transienter Transfektion der plasmid-basierten HCV Kofaktor-
shRNAs in HuH-7 Zellen, die das monocistronische subgenomische HCV Replikon 1389/hyg-ubi/NS3-37/5.1
stabil exprimieren. A. Human Antigen R B. Proteasome Alpha Subunit 7 C. Polypyrimidine Tract Binding
Protein

So zeigte sich, dass die durch shRNA verursachte Reduktion der PSMA7 RNA-
Expression um 50% mit der verminderten Protein Expression korrelierte. Die Expression von
HuR konnte durch drei shRNAs ebenfalls um etwa 50% inhibiert werden, wéhrend siHuR-
958 nur einen um 30% verminderten Protein Level zeigte. Bei PTB erwies sich siPTB148 als
die effektivste shRNA und zeigte eine Reduktion der Protein Expression um 50%, wéhrend

siPTB1256 die PTB Expression nur um etwa 20% vermindern konnte.
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5.3.4 RNAI gegen HCV Kofaktoren im Luciferase Reportersystem

Da PTB, PSMA7 und HuR an die nicht translatierten 5'und 3'Regionen der HCV RNA
binden, sollte jetzt {liberpriift werden, ob die Inhibition der genspezifischen Expression eine
Auswirkung auf die HCV IRES-abhéngige Translation der Firefly-Luciferase hat. So wurden
die gegen die HCV Kofaktoren gerichteten shRNA-Plasmide zusammen mit dem
bicistronischen Reporterkonstrukt pRL-IRES-FL-3'UTR transient in HuH-7 Zellen

co-transfiziert und nach 60 Stunden auf Aktivitit der Luciferase liberpriift.
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Abb.5.16: Luciferase Aktivitdt der HCV IRES-abhingigen Firefly-Luciferase nach transienter Transfektion von shRNAs
gegen HCV Kofaktoren: A. PSMA7 B.HuR C.PTB

In dem Luciferase Reportersystem zeigte sich, dass in HuH-7 Zellen durch PTB-
gerichtete siRNAs die Luciferase Aktivitdt definitiv inhibiert wird. Dabei konnte eine
Reduktion um 20 - 50 % gezeigt werden, wobei siPTB352 hier die groBBte Wirkung auf die
Expression der Luciferase hatte. Im Luciferase Reportersystem wurde bei PSMA7-gerichteten
shRNAs mit Ausnahme von siPSMA7-639 keine Auswirkung auf die HCV IRES-vermittelte
Aktivitdt der Luciferase beobachtet. Bei der Inhibition des RNA-bindenden Proteins HuR
durch RNA Interferenz wurden zwei shRNAs ohne Auswirkung auf die HCV IRES-
vermittelte Luciferase Aktivitidt beobachtet und zwei shRNAs, die die Luciferase Expression

um 30% inhibierten.
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5.3.5 Indirekte Wirkung von HCV Kofaktor-gerichteter RNAi auf die subgenomische
HCYV Replikation und Translation

Nachdem gezeigt wurde, dass die plasmid-basierten small hairpin RNAs die
genspezifische Expression von PSMA7, PTB und HuR auf RNA- und Protein-Ebene
reduzierten, sollte jetzt liberpriift werden, inwiefern dadurch die HCV Replikation und
Translation inhibiert, bzw. beeinflusst wird. HuH-7 Zellen, die das monocistronische HCV
Replikon stabil exprimieren, wurden mit HCV Kofaktor-gerichteten shRNAs transient
transfiziert und nach vier Tagen zum einen im Northern Blot die HCV RNA Expression und

zum anderen im Western Blot die HCV NS5B Protein Expression untersucht.
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Abb.5.17: HCV RNA Expression nach transienter Transfektion von HCV Kofaktor-gerichteter plasmid-basierter
shRNA in monocistronische HCV Replikonzellen. A. HuR B. PSMA7 C. PTB

Die Untersuchungen zeigten, dass die durch RNA Interferenz verminderte PTB
Protein Expression nicht zu einer signifikanten Reduktion der HCV RNA Expression fiihrte,
was auf eine geringere Bedeutung von PTB fiir die HCV Replikation schlieBen ldsst. Anders
zeigen sich die Beobachtungen in Bezug auf die RNA bindenden Proteine HuR und PSMA?7.
Monocistronische HCV Replikonzellen, die in ihrer HuR Protein Expression um etwa 50%
vermindert wurden, zeigten sich in einer Abnahme des HCV RNA Expressions-Levels um 40-

60%, so dass man HuR eine wichtige Rolle fiir die HCV Replikation zuschreiben kann. Auch
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PSMA7-gerichtete RNA Interferenz &dusserte sich in einer Abnahme der HCV RNA
Expression bis zu 50%.

Danach sollte untersucht werden, inwieweit die Inhibition der zelluldren Proteine zu
einer Verdanderung des HCV Protein Levels fiihrt, also PTB, HuR und PSMA7 eine Rolle bei
der Translation des Hepatitis C Virus spielen. Eine wichtige Funktion bei der HCV
Translation scheint PTB zu besitzen, da die PTB-gerichtete RNA Interferenz die HCV NS5B
Protein Expression um 60% inhibierte, wobei diese Effizienz nur bei siPTB148 und siPTB352
beobachtet werden konnte. Plasmid-basierte RNA Interferenz gegen PSMA7 und HuR fiihrte
schlieBlich ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung der HCV NS5B Protein Expression
um 40%. Dabei korrelierte der ermittelte RNA Level einzelner shRNAs im Wesentlichen mit

dem Protein Level.
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Abb.5.18: HCV NS5B Protein Expression nach transienter Transfektion von HCV Kofaktor-gerichteter plasmid-
basierter shRNA in monocistronische HCV Replikonzellen. A. HuR B. PSMA7 C. PTB
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5.4 Synergistische und protektive Effekte bei RNA-gerichteten Strategien

Nachdem gezeigt wurde, dass HCV 5'und 3'UTR gerichtete shRNAs und Ribozyme als
auch HCV Kofaktor-gerichtete shRNAs die Replikation wund Translation des
monocistronischen HCV Replikons effektiv inhibieren, sollte untersucht werden, ob
Kombinationen von shRNAs oder Kombinationen von shRNAs mit Ribozymen
synergistische Wirkung zeigen. In diesem Fall konnte RNA Interferenz gegen HCV
Kofaktoren kombiniert mit direkt gegen das HCV Plusstranggenom gerichteter RNAi zu einer
noch effektiveren Inhibition der HCV Replikation und Translation fiihren. Ahnliche
Erwartungen gehen von der Kombination der small hairpin RNA-bedingten RNA Interferenz
und Ribozym-vermittelten Spaltung aus. Da in diesem Fall nicht zwei verschiedene Ziele, wie
HCV Genom und HCV Kofaktoren, anvisiert werden, sondern zwei unterschiedliche Systeme
genutzt werden, konnte so auch in diesem Fall eine Steigerung der Inhibition der HCV
Replikation und Translation erreicht werden. Weiter sollten Zelllinien etabliert werden, die
die shRNAs stabil exprimieren und mit denen nach transienter Transfektion des Luciferase
Reporters der protektive Wirkungsmechanismus der RNA Interferenz untersucht werden

kann.

5.4.1 Synergistische Wirkung von siHCV3'X und siHuR151 im Luciferase Reporter
System

Die synergistische Wirkung sollte zuerst im Luciferase Reportersystem getestet werden.
So wurde die Kombination aus der gegen das HCV 3"UTR gerichtete siHCV3'X und der
gegen den HCV Kofaktor gerichteten siHuR151 gewihlt, da sich diese beiden shRNAs allein
schon als effektiv erwiesen haben. Dabei wurde die Luciferase Aktivitt {iber mehrere Tage
hin untersucht, um auch die Halbwertzeit des =zelluldren Proteins HuR mit in die
Untersuchung einzubeziehen.

Die Untersuchung brachte als wichtigste Erkenntnis, dass die Kombination aus
shRNAs gegen unterschiedliche Ziele die Luciferase Aktivitit nach fiinf Tagen signifikant
besser inhibierte, als die einzelnen shRNAs. Dabei konnte die direkt gegen das HCV 3"'UTR
gerichtete siHCV3'X die Luciferase Aktivitit nach kiirzerer Zeit (zwei Tage) effektiv
inhibieren als die gegen HuR-gerichtete siHuR151, die nur indirekt iiber HuR auf die HCV
3"'UTR wirkt und bei der die Halbwertzeit des Proteins beriicksichtigt werden muss. Jedoch
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wurde spdtestens am Tag 4 die effizientere Inhibition der HCV IRES-vermittelten Luciferase

Aktivitat durch Kombination von siHCV3 X und siHuR 151 detektiert.
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Abb.5.19: Verlauf der zeitbedingten und zielbedingten Inhibition der HCV IRES-vermittelten Luciferase Aktivitdt
durch siHCV3’X, siHuR151 und siHCV3'X/ siHuR151

5.4.2 Identifizierung verschiedener synergistischer Kombinationen im Luciferase

Reportersystem

Fir siHCV3'X und siHuR151 konnte eine synergistische Wirkung im Luciferase
Reportersystem gezeigt werden, so dass jetzt mehrere unterschiedliche Kombinationen von
shRNAs als auch von shRNAs mit Ribozymen untersucht werden sollte. Nach transienter
Co-Transfektion von shRNAs, Ribozymen und dem Luciferase Reporter pRL-IRES-FL-
3"'UTR wurde die Aktivitdt nach drei Tagen gemessen. Alle Transfektionen wurden dabei mit
einheitlichen DNA-Mengen transfiziert und die Resultate der verschiedenen transfizierten
Kombinationen wurden mit entsprechend angesetzten Kontrollen verglichen. So wurde z.B.
fiir die Auswertung der Kombination siHCV207 und tRz9543-CTE die Kontrolle siEGFP/
tRzZHBV-CTE mit transfiziert.

Im Luciferase Reportersystem wurde eine wesentliche Verbesserung des
inhibitorischen Effektes auf die HCV IRES-vermittelten Luciferase Aktivitit durch
Kombination von shRNAs, im Vergleich zu den Einzelwerten, nur bei siHCV207/ siHCV3'X
und siHCV3'X/ siHuR151 detektiert. Andere shRNA-Kombinationen konnten in dem
Luciferase Reportersystem keine oder nur duferst geringe synergistische Effekte zeigen,
wobei die Halbwertzeit der zelluldren Proteine die Detektierung von synergistischen Effekten

zumindest be1 HCV Kofaktor-gerichteten shRNAs schwierig macht.
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Abb.5.20:
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Luciferase Aktivitiit (% d. Kontrolle)

Luciferase Aktivitdt nach transienter Transfektion des Luciferase Reporters pRL-IRES-FL-3"UTR in HuH-7-

Zellen. A. shRNAs und Ribozyme einzeln B. Kombinationen verschiedener shRNAs und Ribozyme.

Verglichen mit Einzelwerten:

- kein additiver Effekt

Effekt

+ additiver Effekt

++ sehr grosser additiver
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei shRNA-Kombinationen konnten sehr deutliche
synergistische Effekte bei dem Einsatz von HCV gerichteten shRNAs in Kombination mit
HCV 57und 3'UTR gerichteten Haarnadel-Ribozymen gezeigt werden. Das gegen die HCV
IRES-gerichtete Ribozym tRz323-CTE zeigte in Kombination mit siHCV207 und siHCV156
eine um 20% effizientere Inhibition der Luciferase Aktivitét als jedes einzelne Konstrukt bei
sonst identischen Versuchsbedingungen. Das gegen die HCV 3'UTR-gerichtete Ribozym
tRz9543-CTE zeigte sich besonders effizient in Kombination mit der ebenfalls gegen die
HCV 3'UTR-gerichteten small hairpin RNA siHCV3’X und der gegen HuR-gerichteten
siHuR151. Zusammenfassend sind synergistische Effekte in dem Luciferase Reportersystem
vor allem durch Kombination von direkt HCV-gerichteten shRNAs mit Ribozymen

identifiziert worden.

5.4.3 Synergismus von HCV-gerichteten und HCV Kofaktor-gerichteten shRNAs in

monocistronischen HCV Replikonzellen

Synergistische Effekte der siRNA-Kombinationen sollten dann in den monocistronischen
subgenomischen HCV Replikonzellen auf RNA und Protein Ebene iiberpriift werden. Dafiir
wurden die shRNA-exprimierenden Plasmide einzeln und in Kombinationen transient in

HuH-7 Zellen transfiziert und nach fiinf Tagen untersucht.
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Abb.5.21: Northern Blot. Transfektion von HuH-7 Replikon-Zellen mit shRNAs und shRNA-Kombinationen
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5. Ergebnisse

Die HCV-gerichteten shRNAs siHCV207 und siHCV3'X zeigten einzeln im Northern
Blot eine Inhibition der HCV RNA um 50-60%, HCV Kofaktor-gerichtete shRNAs siHuR151
und siPSMA7-639 eine HCV RNA Verminderung um etwa 20-30%. Diese vier shRNAs mit
unterschiedlichen Angriffszielen wurden dann kombiniert und die Kombination bei
stHCV207/sitHCV3’X und bei siHCV3'X/siHuR151 fiihrte immerhin zu einer weiteren
Verminderung der HCV RNA bis zu 10%. Besonders auffallend war die zusétzliche
Verminderung der HCV RNA durch die Kombination aus PSMA7 und HuR-gerichteten
shRNAs, bei der eine Steigerung des inhibitorischen Effektes um zusitzliche 30% erreicht
wurde.

Die Northern Blot-Ergebnisse korrelierten mit denen im Western Blot. Die Translation
von HCV NS5B wurde, verglichen mit den Einzelwerten, bei siHCV207/siHCV3'X und bei
siHCV3'X/siHuR151 um etwa weitere 10% inhibiert. Auch hier konnte durch die Inhibition
zweier HCV Kofaktoren (PSMA7/ HuR) durch RNA Interferenz der inhibitorische Effekt um
etwa 30% gesteigert werden.

Die Kombination von siHCV207 mit den Kofaktor-gerichteten siPSMA7-639 und
siHuR151 konnte keine, beziehungsweise eine nur unwesentliche Steigerung des

inhibitorischen Effektes zeigen.
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Abb.5.22: HCV NS5B Western Blot nach Transfektion von HuH-7 Replikon-Zellen mit shRNAs und shRNA-
Kombinationen
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Da auch durch RNA Interferenz gegen das Polypyrimidine Tract Binding Protein
(PTB) eine signifikante Reduktion der HCV Translation gezeigt werden konnte, sollten auch
PTB-gerichtete shRNAs in Kombination mit diversen shRNAs getestet werden. Protein und
RNA Expression wurden dann im Western und Northern Blot iiberpriift. Die HCV RNA
Expression bestdtigte die vorher gezeigten Ergebnisse, dass PTB-gerichtete shRNAs, aul3er
siPTB352, die HCV Replikation nur geringfiigig beeintrdchtigen. Der Grad der HCV RNA
Inhibition durch die shRNA-Kombinationen entspricht dabei den nicht gegen PTB-
gerichteten shRNAs (siPSMA7-639, siHuR151, siHCV3'X) und fiihrte zu einem nur
geringfiigig verstirkten inhibitorischen Effekt.
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= 100.0 = 100.0
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#3  siPTB352 #6  siPTB148 + siPTB352 #9  siPTB148 +siHCV3'X

Abb.5.23: HCV NS5B und RNA Expression nach transienter Transfektion von PTB-gerichteter shRNAs und shRNA-
Kombinationen in HuH-7 Replikon-Zellen.

Im Gegensatz zur HCV Replikon Replikation wird die subgenomische HCV IRES-vermittelte
Translation durch die Blockierung der PTB Genexpression durch small hairpin RNAs sehr
stark beeinflusst. Durch Transfektion von anderen HCV Kofaktor gerichteten shRNAs
(siHuR151, siPSMA7) mit siPTB148 konnte die Translation von HCV im Vergleich mit den

Einzelwerten signifikant verstirkt werden.
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5. Ergebnisse

5.4.4 Kombination von shRNAs und Ribozymen

Nachdem gezeigt wurde, dass die inhibitorische Wirkung von HCV- und HCV Kofaktor-
gerichteten shRNAs durch unterschiedliche shRNA-Kombinationen noch gesteigert werden
kann, sollten weitere Moglichkeiten zur effizienten Inhibition der HCV RNA und Protein
Expression untersucht werden.

Im Rahmen der Dissertation von D. Jarczak wurden verschiedene gegen konservierte
HCV Regionen gerichtete Haarnadel Ribozyme mit und ohne CTE unter der Kontrolle von
U6- und tRNAY*“Promoter in monocistronische subgenomische HCV Replikonzellen
transfiziert und auf Ebene der RNA sowie Protein Expression untersucht. Dabei konnten die
tRNA Y getricbenen Ribozyme tRz323-CTE (HCV 5 UTR-gerichtet) und tRz9543-CTE
(HCV 3°'UTR-gerichtet) die subgenomische HCV Replikation und Translation um 30%
vermindern.

Bisher bezog sich die Verstirkung des inhibitorischen Effektes durch Kombination
von shRNAs ausschlieflich auf die Wahl des Gens sowie der Zielsequenz. Durch die
Co-Transfektion von small hairpin RNAs und Haarnadel Ribozymen in monocistronische
subgenomische HCV  Replikonzellen sollten so auch komplett verschiedene

Wirkungsmechanismen in den HCV Replikonzellen kombiniert werden.

tRNAVal Rz CTE

C I
5°—{LTR }H neo |- tRNA-val[_Rz CIE___HMHLTR} 3°

iui] i)

Abb.5.24: Schematische Darstellung. A. der tRNA-Ribozym-CTE-Expressionscassette im retroviralen Vektor pPLHPM
B. des tRNAVal Promoter — Haarnadel Ribozym - Constitutive Transport Element -Konstruktes

Die tRNAval-getriebenen Ribozyme tRz323-CTE und tRz9543-CTE sollten mit den
U6-Promoter-getriebenen shRNAs siHCV156, siHCV207, siHCV3'X kombiniert werden.
Nach transienter Transfektion der shRNA/Ribozym-Kombinationen in monocistronische
subgenomische HCV Replikonzellen wurde die HCV RNA und HCV NS5B Protein

Expression im Northern und Western Blot untersucht.
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Abb.5.25: Northern Blot. HCV RNA Expression nach transienter Transfektion von Ribozym und shRNA-

Kombinationen in HuH-7-Replikon-Zellen.

Eine signifikante Verstirkung des inhibitorischen Effektes (p< 0.004) konnte durch

shRNA/Ribozym-Kombinationen im Vergleich zu den Resultaten einzelner shRNAs und

Ribozyme gezeigt werden. Das Zusammenspiel des Ribozyms tRz9543-CTE mit den drei

gegen die hoch konservierten nicht translatierten 5'und 3~ Regionen gerichteten shRNAs

verstéirkte den inhibitorischen Effekt auf die HCV RNA und Protein Expression zusétzlich um

weitere 25%.
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Abb.5.26: Western Blot. HCV NS5B Expression nach transienter Transfektion von Ribozym und shRNA-

Kombinationen in HuH-7 Replikon-Zellen.
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Um Aufschluss dariiber zu erlangen, ob die Kombination von shRNA und Ribozym
allein aufgrund des Spaltungsmechanismus oder auch aufgrund der verschiedenen
Expressionssysteme (U6-/ tRNA"*-Promoter) zu der effizienten Inhibition der HCV Replikon
Replikation und Translation fiihrt, wurden Kombinationen von Ribozymen in beiden
Systemen getestet. So wurden die Ribozyme 9543-CTE und 323-CTE 1. zugleich von U6
Promotoren I zugleich von tRNAY* Promotoren III. 9543-CTE vom tRNA"* und 323-CTE
vom U6 Promoter gesteuert (Abb.5.27). Als Kontrolle wurden dabei die entsprechend
geeigneten HBV-gerichteten Ribozyme transfiziert. Nach transienter Transfektion in HuH-7
Replikonzellen zeigte sich im Western Blot eine Inhibition der HCV Protein Expression um
etwa 40% bei Ribozym-Kombinationen, die von gleichen Promotoren exprimiert werden. Die
Expression der Ribozyme durch tRNA"™ als auch U6 Promoter dagegen fiihrte zu einer

weiteren Inhibition von ungefahr 20%.
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Abb.5.27: Western Blot. HCV NS5B Expression nach transienter Transfektion von Ribozym und shRNA-
Kombinationen in HuH-7 Replikon-Zellen.

5.4.5 Nachweis der cytoplasmatischen Lokalisation von Ribozymen

Nachdem bei den in die HCV Replikonzellen transfizierten katalytisch aktiven
Ribozymen eine inhibitorische Wirkung auf die HCV RNA und HCV NS5B Protein
Expression detektiert werden konnte, musste dann ausgeschlossen werden, dass diese
Beobachtung moglicherweise nicht auf die sequenzspezifische Spaltung der Ribozyme

sondern auf andere Ursachen, wie z.B. Interferon, beruht. Zuerst wurde iiberpriift, ob die

-905 -



5. Ergebnisse

Ribozyme, sowohl ohne als auch mit Constitutive Transport Element (CTE), intrazelluldr im
Cytoplasma der Zelle exprimiert werden. HuH-7 Zellen wurden mit Ribozym-exprimierenden
Plasmiden transfiziert und nach fiinf Tagen fiir Lokalisationsuntersuchungen geerntet. Die
Zellkerne wurden zuerst vom Cytoplasma getrennt, die RNA aufgereinigt, anschliefend mit
DNase verdaut und mittels einer RT-PCR in ¢cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde die
Expression der Ribozyme durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen

Primern tiberpriift.

2000 bp —»
1000 bp —»

600 bp —»

300 bp —»

100 bp —»

Abb.5.28: Nachweis der cytoplasmatischen Lokalisation der Ribozyme durch PCR von tRzHBV (Kontrolle),
tRz323 und tRz9543 jeweils mit und ohne Constitutive Transport Element (CTE). PCR mit
spezifischen Oligonukleotiden nach RT-PCR der cytoplasmatischen Fraktion [C] nach Trennung
von der Nukleusfraktion und PCR vom Plasmid als Positiv-Kontrolle [+].

Die PCR auf die Ribozyme erbrachte den Nachweis der cytoplasmatischen Expression
der Ribozyme ohne (54bp) als auch mit CTE (310bp) (Abb.5.28) fiir das gegen Hepatitis B
Virus-gerichtete Ribozym RzHBV, dem gegen das HCV 5 'UTR-gerichtete Ribozym Rz323
sowie dem gegen das HCV 3'UTR-gerichtete Ribozym 9543. Als Positiv-Kontrolle wurde
eine PCR mit den spezifischen Primern und dem Ribozym-Plasmid als Matrize durchgefiihrt.
Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei der von den Zellkernen isolierten Fraktion
tatsdchlich um die cytoplasmatische Fraktion handelt und zusétzlich keine Verunreinigungen

mit Zellkernen vorhanden sind, wurden beide Fraktionen mit einer PCR auf Expression der
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U6-small nuclear RNA (snRNA) (120bp) iiberpriift. Die U6-snRNA ist ein Bestandteil einer
40S multi-komponenten Struktur, des spliceosomal small nuclear Ribonucleoprotein
Partikels, und ist als Spleissapparat ausschlieBlich im Nukleus vorhanden und kann so als
Kontrolle fiir Kern- und Cytosolfraktionen dienen. Die PCR erbrachte den Nachweis der U6-
snRNA in den Zellkernen, wohingegen im Cytoplasma keine U6-snRNA detektiert werden
konnte (Abb5.29).

RzHBV RZ7323 R79543
Cy Nu Cy Nu Cy Nu Cy Nu Cy Nu Cy Nu
2000 bp —
1000 bp —>
600 bp —
300 bp —
100 bp —>
A A ) o KR
§85E Fpey §F8¢
7 7 N 7 J 7 7 & o
¢ &8$ TS g 88y
Yy N & & &
g & N ‘\' oS g
Abb.5.29 Spezifische PCR auf die ausschlieBlich nukledr vorhandene U6 snRNA (120bp). Ribozym-

transfizierte HuH7-Zellen wurden nach Emte und Lyse der Zellen sowie anschlieBender
Cytoplasma- und Nukleus-Fraktionierung auf Expression der U6 snRNA iiberpriift.
Cy = Cytoplasma N = Nukleus

5.4.6 Protektive Wirkung stabil transfizierter shRNAs in HuH-7 Zellen

Die Frage, ob die stabile Expression von plasmid-basierten shRNAs eine protektive
Wirkung gegen die Infektion mit HCV RNA hat, wurde in HuH-7 Zellen untersucht. Dafiir
wurden HuH-7 Zellen mit verschiedenen shRNAs transfiziert und mittels G418 selektioniert.
Stabil selektionierte Zellen wurden dann mit dem Luciferase Reporter-Konstrukt
pRL5FL3"UTR transfiziert und die Aktivitit der IRES-vermittelten Luciferase iiberpriift. Die
Beobachtungen zeigten, dass die HCV gerichteten als auch HCV Kofaktor-gerichteten
shRNAs keinen im Vergleich zur transienten Co-Transfektion von shRNA und

pRL5'FL3"UTR protektiven Wirkungsmechanismus besitzen. Der inhibitorische Effekt auf
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die Translation der HCV IRES-vermittelten Luciferase durch shRNAs in transienten

Versuchen konnte durch stabil transfizierte sShRNAs nicht verstiarkt werden..
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Abb.5.30: Luciferase Aktivitdt nach transienter Transfektion des Luciferase Reporters pRL-IRES-FL-3"UTR in stabil
transfizierte HuH-7 Zellen. von A. HuR-gerichteten shRNAs b. PSMA7-gerichteten shRNAs
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Abb.5.31: Luciferase Aktivitit nach transienter Transfektion des Luciferase Reporters pRL-IRES-FL-3'UTR in stabil
transfizierte HuH-7 Zellen. von A. HCV-gerichteten shRNAs b. PTB-gerichteten shRNAs
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5.5 Untersuchungen von Verinderungen biologischer Eigenschaften durch antivirale

RNA gerichtete Molekiile

Die in Northern und Western Blot Untersuchungen gezeigte Inhibition der
genspezifischen Expression durch HCV Kofaktor-gerichtete shRNAs filihrte zu einer
Verminderung des HCV NS5B Protein und HCV RNA Levels in monocistronischen
subgenomischen HCV Replikonzellen. Da die Beeinflussung zelluldrer Proteine durch small
interfering RNAs unter Umstidnden zu erheblichen Auswirkungen auf die biologischen
Eigenschaften der Hepatocytenzelllinie HuH-7 fithren kénnte, musste nachgewiesen werden,
dass nicht die Storung des Zellstoffwechsels sondern ausschlieBlich die spezifische shRNA
und Ribozym Aktivitit zu der Inhibition des HCV Replikon Replikationszyklus gefiihrt hat.

5.5.1 Proliferation

Die Inhibition von zelluldren regulativen Proteinen, wie PSMA7, HuR und PTB durch
RNA Interferenz kann zur Storung des Zellstoffwechsels in den transfizierten HuH-7 Zellen
fithren. Solch eine Stérung konnte in dem Fall ursdchlich fiir die im Northern Blot gezeigte
HCV RNA Inhibition und im Western Blot gezeigte NS5B Protein Expression sein. Um eine
Beeintrachtigung der Proliferation auszuschlieBen , musste der Zellzyklus der mit shRNA
transfizierten Zellen mittels Propidiumiodid-Farbung im FACS iiberpriift werden.

So wurden HuH-7 Zellen zum
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G2/M-Phase hat sich offensichtlich

500 C. Diverse zugunsten der G2/M-Phase verschoben,

shRNAS .
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Abb.5.30: Uberpriifung des Zellzyklus nach Transfektion von
HuH-7 Zellen mit A. shRNA-Kontrolle siEGFP B.
siPTB352 und C. diversen shRNAs, Ribozymen.
FACS-Messung nach Propidiumiodid-Féarbung.
M1:G1-Phase M2:Synthese Phase M3:G2/Mitose-
Phase

5.5.2 Induktion von Interferon

Interferon sind Cytokine, die von Zellen, Fibroblasten und T-Lymphozyten nach einer
Infektion mit Viren und Bakterien gebildet werden und immunmodulatorische, antivirale und
antiproliferative Wirkung haben. Ebenso wird die Bildung von Interferonen durch
doppelstrangige RNA (=2 30 bp) ausgelost, wodurch eine generelle Degradierung aller
mRNAs in der Zelle ausgeldst wird. Obwohl dieser Mechanismus durch die 19-23 bp-groflen
siRNAs theoretisch nicht ausgeldst werden sollte, wurde dieser Effekt schon bei einigen
plasmid-basierten shRNAs nachgewiesen. Fiir die Aussagekraft der gezeigten Ergebnisse
musste deshalb der Interferonstatus der Zelle nach der Transfektion der HuH-7 Replikon-
Zellen mit shRNAs, Ribozymen und Antisense-Konstrukten gepriift werden.

Im Falle der Induzierung von Interferon kommt es zur Bindung der Cytokine
Interferon o und B an ihre Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2, welche dimerisieren und die
Aktivierung der Tyrosinkinasen JAK1 (Janus-Kinasel) und Tyk2 (Tyrosin-Kinase2) durch
Tyrosin-Phosphorylierung auslosen. Die aktivierten Kinasen JAK1 und Tyk2 phosphorylieren
Statl und Stat2 (Signal Transducer and Activator of Transcription), was zu Statl/2-
Heterodimeren fiihrt, die mit p48 als ISGF3-Transkriptionskomplex (Interferon Stimulating
Gene Factor) in den Zellkern transportiert werden und dort zur Genaktivierung an die
spezifischen ISRE-Sequenzen (Interferon Stimulated Response Element) binden und die

weitere Interferon o/B-Ausschiittung induzieren.
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Der Jak/Stat-Signaltransduktionsweg kann

so als Nachweis fiir die Induzierung von Interferon :itll)a — § ol
genutzt werden. So wurden ShRNA- und Ribozym-  sactn o] s s o e e
42kDa

transfizierte HuH-7 Zellen nach Extraktion
nukledrer Proteine im Western Blot auf Expression
des Statl-Transkriptionsfaktors iiberpriift. Als °§
Positiv-Kontrolle wurden nukledre Extrakte von

Interferon-behandelten HuH-7 Zellen eingesetzt.

Abb.5.31: Stat]-Western Blot von Interferon-
behandelten HuH-7 Zellen mit 0, 1, 10,
100 und 1000 Units Interferon

Im Western Blot der Interferon-behandelten HuH-7 Zellen konnte gezeigt werden,
dass der Transkriptionsfaktor Stat 1 bei Interferonzugabe aktiviert und in den Nukleus
transportiert wird und der dortige Expressionsstatus mit der eingesetzten Menge an Interferon
(0, 1, 10, 100, 1000 Einheiten Interferon) korreliert.

Der Statl-Expressions-Level im Nukleus wurde dann bei sdmtlichen shRNAs und
Ribozymen nach Transfektion in HuH-7 Zellen tberpriift. Eine Statl-Expression konnte
ausschlieBlich bei der Interferon-behandelten Positiv-Kontrolle gezeigt werden, wéhrend die
durch den U6 Promoter des pSuppressorRetro exprimierten shRNAs keinen aktivierten Statl-
Level zeigten. Auch konnte keine Statl Expression bei tRNA"*-exprimierten Ribozymen und

bei Antisense-RNA nachgewiesen werden.
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Abb.5.32: Uberpriifung der Interferoninduktion in HuH-7 Zellen nach Transfektion mit small hairpin RNAs,
Ribozymen und Antisense-Konstrukten. Stat1-Nachweis im Western Blot von nukledren Extrakten.
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5.6 Generierung eines HCV IRES-tCD4-Expressionssystems

Zur Identifizierung neuer effizienter HCV IRES-gerichteter small interfering RNAs und
Ribozyme eignet sich ein Reportersystem, in dem ein CD4-Oberflachenrezeptor unter der
Kontrolle der HCV IRES (5'UTR) translatiert und auf der Zelloberfldche exprimiert wird.
RNA Interferenz oder Ribozym-vermittelte Spaltung im HCV 5'UTR wiirde die Translation
und damit die Expression des CD4-Rezeptors auf der Zelloberfliche unterbinden. CD4-
positive Zellen konnen dann durch magnetische Zellselektion iiber Séulen von CD4-negativen
Zellen getrennt werden. So sollte ein stabil transfiziertes Reportersystem mit einem gekiirzten
CD4-Oberfliachenrezeptor etabliert werden, in dem die hoch konservierten untranslatierten 5°
und 3” Regionen des Hepatitis C Virus fiir die Expression des CD4 verantwortlich sind. Aus
einer transfizierten siRNA- oder Ribozym-Bibliothek konnten dann wirkungsvolle siRNAs
und Haarnadel Ribozyme gegen die untranslatierten Regionen oder gegen HCV Kofaktoren
durch Inhibition der IRES-vermittelten Translation, einhergehend mit dem Verlust der CD4-

Oberflachenexpression, identifiziert werden.

5.6.1 Oberflichenexpression des tCD4-Rezeptors eines bicistronischen Reporter-

konstruktes in HuH-7 Zellen

Zunichst wurden mittels PCR drei verschiedene HCV IRES-core-tCD4-Plasmide
synthetisiert, die tiber die Restriktionsschnittstellen Spel und HindIII in den Ausgangsvektor
pGL3R hinter die Renilla Luciferase eingefiigt wurden. Das erste Konstrukt wurde aus der
Renilla Luciferase, der HCV IRES, den ersten 30 Basen des HCV Core Proteins sowie tCD4
gebildet (pR5'dCtCD4). Das zweite Konstrukt bestand im Vergleich zu pR5'dCtCD4 aus
einem Fusionsprotein von Core und tCD4 (pR5'CtCD4) und ein weiteres Konstrukt aus dem

kompletten Core-Protein vor dem tCD4 (pR5 CoretCD4).

Nach transienter Transfektion in HuH-7 Zellen wurden alle Konstrukte dahingehend
tiberpriift, ob der tCD4-Rezeptor auf der Oberfliche exprimiert wird. Dabei wurden die Zellen
mit FITC-gekoppelten CD4-Antikorpern inkubiert und einerseits unter Fluoreszenzlicht
betrachtet und andererseits im FACScalibur gemessen. Bei Sichtung im Mikroskop konnte bei
keinem der Konstrukte eine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Diese scheinbar fehlende
Expression des trunkierten CD4-Rezeptors auf der Zelloberfliche konnte bei der FACS-
Messung bestdtigt werden, transfizierte HuH-7 Zellen zeigten im Vergleich zur

Negativkontrolle (pGL3) keine quantitative Verschiebung der Fluoreszenz.
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Es wurde vermutet, dass das Core-Gen die Expression des tCD4 stort, so dass ein viertes
Konstrukt kloniert wurde, in dem das Gen fiir die Core Expression entfernt wurde.
Dementsprechend schliefit das tCD4-Gen direkt an die HCV IRES (pR5'tCD4), jedoch auch

bei diesem vierten Konstrukt konnte keine Fluoreszenz detektiert werden.

Fiir die Etablierung stabiler tCD4-Zelllinien sollte die Renilla Luciferase gegen den
Selektionsmarker Hygromycin ausgetauscht werden. Dabei wurde Hygromycin nach PCR
Amplifikation iiber EcoRV- und Xbal-Schnittstellen an die Stelle der Renilla Luciferase
kloniert. Erneut wurden die Konstrukte auf ihre Fiahigkeit zur Expression des tCD4-Rezeptors
iiberpriift. Durch den Austausch der beiden Gene (Renilla gegen Hygromycin) konnte eine

verbesserte wenn auch sehr schwache Fluoreszenz ausgemacht werden.

A B C D

HCV
SV40  Hygromycin IRES1b  Core tCD4

A | ) ) ) - 4, PhyeS Core-tCD4

HCV
SV40 Hygromycin IRES 1b Fusionsprotein core-tCD4

B ‘ — -_—A(..) phyg5’ctCD4

HCV
SV40 Hygromycin IRES 1b dCore tCD4
C | ) ) ., phyesdCiCD
HCV
SV40 Hygromycin ~ IRES 1b tCD4

D | ) ) ., phyesCDd

Abb.5.33: Uberpriifung der Expression des Oberflichenrezeptors CD4 nach Transfektion verschiedener Konstrukte
(A-D) in HuH-7 Zellen. Sichtung im Mikroskop nach CD4-AK-FITC-Staining bei verschiedenen
Konstrukten
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Da der Austausch der Renilla Luciferase gegen Hygromycin keine wesentliche
Verbesserung der CD4-Expression auf der Zelloberfliche einbrachte, sollte dann
ausgeschlossen werden, dass das tCD4-Gen nicht funktionsunfdhig ist und dariiber hinaus
auch zur Zelloberfliche transportiert wird. So wurde das Renilla Luciferase Gen sowie die
HCV IRES aus dem Plasmid deletiert, so dass die verschiedenen Core-tCD4-Konstrukte unter

der Kontrolle des SV40 Promoter exprimiert wurden.

A B C

SV40 Core tCD4

A | ) B A, S core-tCD4

SV40 Fusionsprotein core-tCD4

B | P 4, 5 CCD4
SV40  dCore tCD4

Cc | ) N i, ps'dC(CD4
SV40 tCD4

D | I ., 5 (CD4

Abb.5.34: Uberpriifung der Expression des Oberflichenrezeptors CD4 nach Transfektion verschiedener Konstrukte
(A-D) in HuH-7 Zellen. Sichtung im Mikroskop nach CD4-AK-FITC-Staining bei verschiedenen
Konstrukten

Die stark fluoreszierenden Zellen des AntikOrper-Stainings zeigten, dass das tCD4-
Gen funktionell aktiv ist und auch auf der Zelloberfldche exprimiert wird. Lediglich bei dem
Fusionsprotein aus Core und tCD4 (p5'CtCD4) konnte keine Fluoreszenz nachgewiesen

werden (Abb.5.34).
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5.6.2 Generierung einer stabilen tCD4-Zelllinie

Da die Funktion des tCD4 unter direkter Kontrolle des SV40 Promoters gezeigt werden
konnte, musste jetzt die wahrscheinliche Fehlerquelle sowie neue Mdoglichkeiten zur
Verbesserung des HCV IRES Expressionssystems gefunden werden. Aufgrund der bisherigen
Beobachtungen konnte davon ausgegangen werden, dass der tCD4-Rezeptor wegen
struktureller Behinderungen des bicistronischen Reporterkonstrukts nicht exprimiert wird. Um
eine effiziente tCD4-Expression auf der Zelloberfliche zu erreichen, wurden die Konstrukte
deshalb in den Vektor pcDNA3.1(+)hygro umkloniert, in dem das Hygromycin-Gen abseits
des tCD4-Gens exprimiert wird. Zusdtzlich wurde die HCV 3'UTR iiber Xbal-
Restriktionsstellen hinter das tCD4-Gen in das ohne Core generierte Plasmid pc5'tCD4
kloniert. Sadmtliche generierten Klone wurden in HuH-7 Zellen transfiziert und die
Fluoreszenz-Aktivitit mittels FITC-gekoppelten Antikorper im FACS als auch unter dem
Mikroskop untersucht. Verglichen mit der Fluoreszenz-Aktivitit der Positivkontrolle
PMACSA4.1 zeigte sich, dass die tCD4-Expression der HCV IRES-tCD4-Konstrukte nur noch
geringfiigig von der Intensitit der pMACSA4.1-vermittelten quantitativen Expression

abweichen (Abb 5.36).

Q

pc5'tCD4-3'UTR pcS’Core-tCD4 pc5’dCtCD4 pMACS4.1

Abb.5.36: Uberpriifung der Expression des Oberflichenrezeptors CD4 durch Sichtung im Mikroskop nach CD4-AK-
FITC-Staining bei verschiedenen Konstrukten nach Umklonierung in pcDNA3.1(+)hygro.

Fiir die Etablierung stabiler Zelllinien wurden die in HuH-7 Zellen transfizierten
Konstrukte mit Hygromycin bis zur Entstehung monoklonaler Kulturen selektioniert. Die
stabilen Zelllinien wurden im Mikroskop auf Expression des tCD4-Rezeptors nach Inkubation
mit FITC-gekoppelten Antikdrpern iiberpriift und zeigten nicht alle eine Fluoreszenz, so dass
mittels ,,magnetic cell sorting“ nur die Zellen, die eine hohe Zahl an tCD4-Rezeptoren

exprimierten von den anderen CD4-negativen Zellen getrennt wurden.
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Dabei wurden die HuH-7 Zellen mit
magnetischen Anti-CD4 Microbeads inkubiert,
die beim Durchfluss durch Siulen in einem
magnetischen Feld zuriickgehalten und so tCD4-
positive  Zellen von Zellen mit wenig
exprimierenden tCD4-Rezeptoren getrennt

werden. Nach Anreicherung der positiven tCD4-

Zellen lag eine homogene deutlich tCD4-

exprimierende und fluoreszierende Zellkultur vor.

Abb.5.37 Stabile Zellinie pc5'tCD4-3"UTR in HuH-7
Zellen. Fluoreszenz nach Inkubation mit
FITC-CD4-Antikorpern.

5.6.3 Funktionalitit des tCD4-Expressionssystem

Nachdem die stabile Zelllinie pc5tCD4-3"UTR in HuH-7 Zellen etabliert wurde, sollte
dann untersucht werden, inwiefern durch dieses Expressionssystem effiziente shRNAs
identifiziert werden konnen. Pc5'tCD4-3'UTR wurde transient mit sitCD4-665 transfiziert
und CD4-positive Zellen nach drei Tagen durch magnetische Zellsortierung von CD4-
negativen Zellen im Durchfluss getrennt. Die durchgelassenen Zellen wurden in zwei
Fraktionen aufgeteilt, wobei eine Zellfraktion in einer PCR mittels spezifischer Primer
erfolgreich auf Vorhandensein des sitCD4-665-exprimierenden Plasmids getestet wurde. Die
zweite Fraktion wurde mittels CD4-Antikorper-Staining auf Expression des tCD4-Rezeptors
auf der Zelloberfliche getestet und die im Mikroskop analysierten Zellen zeigten im
Vergleich zur Ausgangspopulation eine nur sehr schwache Fluoreszenz. Folglich konnte ein
Fluoreszenzverlust bei gleichzeitiger Expression des sitCD4-Plasmids gezeigt werden und

bestitigte die Funktionalitit des tCD4-Expressionssytems.
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6. Diskussion

6.1 Untersuchungen zum Einfluss zellulirer Proteine auf die subgenomische

Replikation und Translation eines Hepatitis C Virus Replikons

Das Hepatitis C Virus nutzt fiir die virale Replikation und HCV IRES-vermittelte
Translation neben den eigenen viralen Proteinen auch eine Vielzahl von zelluldren Proteinen
der Wirtszelle. So wurde bei mehreren Proteinen eine Bindung mit der HCV RNA
nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Genexpression zelluldrer Proteine, die als
HCV Kofaktoren diskutiert wurden, verstdrkt als auch inhibiert werden. Die dadurch
verdnderte Expression auf Proteinebene konnte sich auf die virale Replikation und Translation
von HCV auswirken und so einen Aufschluss iiber die potentielle Funktion einzelner Proteine
als Kofaktoren des HCV Replikationszyklus geben.

Zelluldare Proteine wurden mittels PCR aus einer cDNA-Bibliothek heraus amplifiziert
und in Sense- beziehungsweise Antisense-Orientierung in den eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3.1(+)hygro kloniert. Nach transienter Transfektion der
genspezifischen Expressionsplasmide in HuH-7 Zellen, die ein subgenomisches HCV
Replikon exprimieren, wurde zundchst im Northern Blot mit **P radioaktiv markierten
Sonden in RNA-Studien {iberpriift, ob die Gene intrazelluldr durch die Plasmide exprimiert
wurden. Dabei zeigte sich, dass der Level der Genexpression durch Einbringen der Sense-
sowie Antisense-Plasmide in die Hepatozytenzelllinie HuH-7 im Vergleich zur Leervektor-
transfizierten Kontrolle deutlich gesteigert wurde. Nachdem die plasmid-vermittelte
Genexpression in Sense- oder Antisense-Orientierung in den HuH-7 Replikonzellen im
Northern Blot gezeigt wurde, musste anschlieBend bestitigt werden, dass die Uberexpression
oder Suppression der Gene auf RNA-Ebene folglich auch zu einer verdnderten
Proteinexpression fiihrt. Die Proteinexpression von PSMA7, HuR und PTB wurde fiinf Tage
nach Transfektion der Sense- und Antisense-Konstrukte in die Replikonzellen im Western
Blot mit monoklonalen, spezifischen Antikdrpern iiberpriift. Bei der Transfektion von Sense-
Konstrukten in die Replikonzellen konnte jeweils eine Erhohung der genspezifischen
Proteinexpression bis zu 200% detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte durch Plasmid-
vermittelte Antisense-RNA eine genspezifische Verminderung der Proteinexpression bei
PTB, PSMA7 und HuR bis zu etwa 40% detektiert werden

Die niichste Uberlegung war, ob sich die Verminderung oder die Erhéhung der
spezifischen Genexpression auf den Replikationszyklus des Hepatitis C Virus auswirkt. In

Northern und Western Blot Analysen zeigte sich, dass der HCV RNA Level und HCV NS5B
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Proteinlevel indirekt nach Anderung der Genexpression einiger zellulirer Proteine durch

Expressionsplasmide ebenfalls verstdrkt bzw. inhibiert wurde.

6.1.1 Modulation der subgenomischen HCV Replikation und Translation durch
PTB und hnRNP C

Polypyrimidin Tract Binding Protein (PTB), ein 57 kDa Protein, gehort zur Familie der
heterogenen nukledren Ribonukleinproteine (hnRNP), besteht aus vier RNA-Erkennungs-
Bindungsmotiven und besitzt nukledre sowie cytoplasmatische Funktionen. Im Nukleus
reprimiert es das ,,splicen verschiedener Exons der pra-mRNA [105], im Cytoplasma stellt
PTB einen Modulator viraler und zelluldrer IRES-vermittelter Translation dar.

PTB (hnRNP I) wurde fiir die Untersuchung HCV modulierender Eigenschaften
ausgewdhlt, da mehrmals nachgewiesen wurde, dass PTB an verschiedenen Stellen im HCV
Genom bindet. Gezeigt wurde die Bindung von PTB mit HCV mittels Elektronenmikroskopie
am ,,stem loop* III der hoch konservierten HCV Internal Ribosomal Entry Site (IRES) [106],
an den ,,stem loops* II und III der hoch konservierten untranslatierten 3'Region [37] und
besonders auch in einem Bereich des strukturellen HCV Core Proteins [39]. In Bezug auf die
Modulation der viralen und zelluldren IRES-vermittelten Translation brachten bisher einige
Untersuchungen an PTB gegensitzliche Ergebnisse. Die Erhéhung der IRES-Aktivitdt
[107,108] durch PTB als auch deren Verminderung wurden schon beschrieben [109, 110]. Die
Komplexitit der Regulatorfunktion durch multiple Bindungsstellen und diverse Funktionen
von PTB reflektiert sich in den vielseitigen Beobachtungen.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Beobachtungen sollte die Rolle von PTB bei der
HCV IRES-vermittelten Translation sowie bei der Replikation gekldrt werden. Die
Uberexpression von PTB in Sense- und in Antisense Orientierung sollte einen ersten Anhalt
fiir die Funktion von PTB fiir die subgenomische HCV Replikation und Translation geben.
Nachdem die PTB Protein Uberexpression durch Sense- und die Verminderung der
Proteinexpression durch Antisense-RNA gezeigt wurde, wurde im Northern Blot ein
geringfiigig verstirkter HCV RNA Level durch Uberexpression und ein moderat inhibierter
HCV RNA Level durch PTB-Antisense beobachtet. Die subgenomische HCV Replikation
konnte durch PTB nicht signifikant verstirkt werden, jedoch fiihrte die Verminderung der
PTB Protein Konzentration zu einem deutlich verringerten HCV RNA Level. Eindeutig ist die
Rolle von PTB bei der HCV IRES-vermittelten Translation, der verminderte PTB Protein
Level fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des HCV NS5B Protein Levels. Dies deutet vor

- 108 -



6. Diskussion

allem auf eine essentielle Funktion von PTB bei der Modulation der HCV IRES-vermittelten
Translation hin, wohingegen die Beobachtungen in Bezug auf die Beeinflussung der

subgenomischen Replikation eher auf eine untergeordnete Rolle von PTB schlielen lassen.

Fiir das heterogene nukledre Ribonukleoprotein hnRNP C, ein 35 kDa Protein, wurden
dhnliche RNA-bindende Eigenschaften beschrieben wie fiir hnRNP I (PTB). Die RNA
Bindungsaktivitdt von hnRNP C scheint in erster Linie durch eine RNA Bindungsdoméne, die
94 aminoterminale Aminosduren umfasst, vermittelt zu werden [111]. Diese RNA
Erkennungsmotive sind evolutionir konservierte Pyrimidin-reiche Doménen in pra-mRNA-,
mRNA-, pra-rRNA- und snRNA-Bindungsproteinen, zu denen hnRNP-Proteine, Splicing
Faktoren und Polyadenylierungsfaktoren gezihlt werden [112].

Um die Bedeutung von hnRNP C fiir die subgenomische HCV Replikation und
Translation abzuschétzen, wurde die hnRNP C RNA und Protein Expression nach Expression
durch Sense- und Antisense-Plasmide im Northern und Western Blot untersucht. Die Wirkung
von hnRNP C auf HCV zeigte dhnliche Ergebnisse wie bei hnRNP I (PTB), eine signifikante
Verminderung des HCV RNA und Protein Levels durch Expression von Antisense-RNA und
geringfiigige Verstirkung der HCV IRES-vermittelten Translation durch Expression von
Sense-RNA.

Dabei zeigen die Untersuchungen, dass durch PTB Antisense-RNA die
subgenomische HCV Replikation weniger beeintrachtigt wird, als durch hnRNP C Antisense
RNA. Bei der HCV Translation zeigte sich allerdings ein gegensitzliches Bild, ndmlich die
im Vergleich zu hnRNP C stirkere Reduktion der HCV NS5B Protein Expression durch PTB
in Antisense-Orientierung. Das korreliert mit bisherigen Untersuchungen, bei denen PTB
schon mehrfach die Modulation der HCV IRES-vermittelten Translation gezeigt hat. Im
Gegensatz zu PTB scheint hnRNP C aufgrund der Beobachtungen und der nachgewiesenen
Bindung an die HCV RNA beider Polarititen [41] vermutlich vorzugsweise an der
Transkription des HCV RNA Genoms beteiligt zu sein [40]. Die bevorzugte Bindung von
hnRNP C an die HCV 3'UTR von Plus- als auch Minusstrang konnte auf eine besondere
Bedeutung fiir hn RNP C bei der Stabilisierung und Modulation der HCV RNA wéhrend der
Replikation hinweisen. Auch wenn eine Bindung von PTB an die HCV 3"UTR nachgewiesen
ist, wurden bevorzugte PTB Bindungsstellen durch Elektronenmikroskopie an der HCV IRES
sowie im Core Bereich postuliert und unterstiitzen die Vermutung, dass PTB in erster Linie

fiir die Modulation der HCV Translation zustdndig ist [39].
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6.1.2 RNA Stabilisierung durch das AU-reiche Element (ARE)-bindende Protein HuR

Die HCV 3°'UTR setzt sich zusammen aus dem hoch konservierten 3"X-Bereich, der aus
98 Nukleotiden besteht, und dem besonderen poly(U/C)-Abschnitt [113]. Verschiedene
zellulire mRNAs, unter anderem Cytokine, Entziindungsfakoren (z.B. Interleukin-6) und
Onkogene, verfiigen ebenfalls iiber diese AU-reichen Elemente (ARE) des poly (U/C)-
Bereiches [114], die nachweislich Instabilitidt vermitteln [115]. Transwirkende Proteine, wie
HuR (Human antigen R), binden an diese AU-reichen Sequenzen mit definierten Motiven
(AUUUA-Motive), stabilisieren die zelluldre messengerRNA [116] und verhindern so die
RNA Degradation. Der stabilisierende Effekt von HuR wurde gezeigt, indem ein durch UV-
Licht ausgeldster erhohter Level an cytoplasmatischer HuR Konzentration mit einer erh6hten
Stabilitit zelluldirer mRNA korrelierte [117].

HuR, 38 kDa, gehort zur Familie der ELAV-dhnlichen Proteine (Embryonic Lethal
Abnormal Version) und besteht aus einer N-terminalen Region, gefolgt von zwei RNA-
Bindungsmotiven, einer Verbindungsdoméne und einem dritten RNA-Bindungsmotiv. Es
wurde nachgewiesen, dass HuR nach der Transkription bestimmter Gene an diese mRNAs
bindet und diese mit Hilfe des eigenen Ex- und Importsignals aus dem Zellkern ins
Cytoplasma fiihrt und die mRNA gleichzeitig vor Degradierung schiitzt [118].

HuR bindet nachweislich an die AREs innerhalb der 3'UTR des HCV Plus- sowie des
Minusstrangs [41] und schiitzt so vermutlich die HCV Replikation und Translation vor
Instabilitit und Degradation. Die Uberexpression von HuR in Sense-Orientierung durch
Expressionsplasmide konnte demnach zu einer Verstirkung der Hepatitis C Virus Replikation
und Translation fithren, wohingegen HuR Antisense-RNA durch Inhibition der HuR-
Expression moglicherweise zur Instabilitdt der viralen RNA und damit zu einer Stérung des
subgenomischen Replikationszyklus von HCV fiihrt. Nach dem Nachweis der spezifischen
Uberexpression von HuR auf RNA und Protein Ebene wurde die dadurch verbundene
Auswirkung auf den HCV RNA und NS5B Protein Level iiberpriift. Durch HuR Antisense-
RNA Expression und einer dadurch detektierten Verringerung des HuR Proteins Levels um
20% konnte keine signifikante Verminderung der HCV RNA Expression detektiert werden,
was vermutlich auf die eher geringe HuR Protein Inhibition zurlickzufiihren sein konnte. Da
aber der im Western Blot detektierte HCV NS5B Protein Level um 30 % verringert wurde,
zeigt dies, dass die Inhibition der HuR Protein Expression zumindest fiir die Verminderung
der HCV Translation ausreichend war. Zusammengefasst hat die Verminderung der HuR
Protein Konzentration um 20% schon zu einer Instabilitdt der HCV RNA und damit zu einer

Reduktion der HCV IRES-vermittelten Translation gefiihrt. Diese Vermutung wird auch
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durch die Beobachtung gestiitzt, dass die Plasmid-bedingte Uberexpression von HuR in Sense
Orientierung von etwa 80% zu einem um 60% erhéhten HCV NS5B Protein Level fiihrte.
Moglicherweise wurde die HCV RNA durch die erhohte HuR Konzentrationen ldnger
stabilisiert und das HCV Polyprotein effizienter und vermehrt translatiert. Auch in diesem
Fall konnte keine signifikante Verdnderung der HCV RNA Expression detektiert werden und
deutet vermutlich auf eine nicht ausreichende Suppression der genpezifischen HuR-

Expression durch Antisense-RNA hin.

6.1.3 Uberexpression von IRF1/IRF3 induziert die Transkription von Interferon-

assoziierten Genen

Die Familie der Interferon regulatorischen Faktoren (IRF) spielt eine wichtige Rolle in
der Aktivierung der Transkription von Interferon-stimulierten Genen als auch von Interferon-
Genen direkt. IRF1 und IRF3 sind Transkriptionsfaktoren, die aufgrund von Virusinfektionen
aktiviert werden und eine Signalkaskade zur Eliminierung des Virus in infizierten Zellen
auslosen.

Durch IKK (IKappaB Kinase) wird IRF3, ein 50 kDa Protein, an Serin-Resten
phosphoryliert und somit aktiviert. Aktiviertes IRF3 stimuliert mit Hilfe des co-aktivierten
Transkriptionsfaktors CBP/p300 die Transkription von Interferon a und Interferon . Die
Interferone aktivieren den Transkriptionsfaktor ISGF3 (Interferon Stimulated Gene Factor3)
und dariiber hinaus dessen Zielgen, den Interferon Regulatory Factor 7 (IRF7). Das neu
produzierte IRF7 wird dhnlich wie IRF3 durch Phosphorylierung aktiviert und aktiviert
seinerseits wieder die IFN o/B Promoter [119]. Durch diesen positiven ,,Feedback Loop* kann
von den Zellen eine massive Interferonproduktion ausgelost werden.

Es wurde schon gezeigt, dass HCV in persistierenden Infektionen diese durch IRF3,
einem entscheidenden Transkriptionsfaktor fiir antivirale Antworten, auszuldsende
Signalkaskade blockiert und die Induktion von Interferon zur Eliminierung des Virus
unterbindet. Dabei wird durch die Blockierung der Phosphorylierungsstelle von IRF3 durch
die HCV NS3 Serinprotease die auslosende Signaltransduktion verhindert und kann so die
Interferonantwort unterdriicken [120]. Dementsprechend sollte jetzt untersucht werden,
inwiefern die Uberexpression von IRF3 diese Kaskade in den HuH-7 Replikon Zellen
dennoch auslésen und den subgenomischen HCV Replikationszyklus unterbinden kann. Die
Transfektion des IRF3 Sense-Plasmids in die HuH-7 Replikonzellen zeigte eine fast

vollstindige Eliminierung der subgenomischen HCV Replikation, so dass vermutlich davon
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ausgegangen werden kann, dass die NS3-Protease durch die gesteigerte Expression von IRF3-
Genen die Phosphorylierungstelle nicht mehr vollstindig blockieren kann und die Kaskade
ausgelost wird. Durch die anschliefende Aktivierung kommt es so zur Interferonproduktion,

die folglich zur Eliminierung der HCV RNA und Proteine fiihrt.

Nahezu die gleiche Wirkung konnte bei der Uberexpression von IRF1 gezeigt werden,
unter dem Einfluss von IRF1 in Sense-Orientierung konnte die subgenomische HCV
Replikation und Translation bis zu 80% inhibiert werden. Die Tatsache, dass IRF3 eine
starkere Inhibition der HCV Replikation und Translation als IRF1 zeigte, lasst sich vermutlich
auf den oben erwéhnten ,,positiven Feedback-Loop* mit IRF7 zuriickfiihren. IRF1 scheint
diese massive Interferonproduktion dagegen nicht auszulésen, auch wenn dem
Transkriptionsfaktor IRF1 ebenfalls Bindungsstellen in dem Promoterbereich von Interferon
o/B nachgewiesen wurden. Die aktivierende Wirkung von IRF1 wird durch IRF2, welches an
der gleichen Nukleotidsequenz bindet und eher in der Funktion als Repressor agiert,

aufgehoben [121].

6.1.4 Proteosom-Untereinheiten PSMA1 und PSMA7

Das 20S-Proteosom ist ein ubiquitdr vorhandener zylinder-férmiger multikatalytischer
Proteinasekomplex im Cytoplasma und im Zellkern von Zellen. Das Proteosom ist ein
proteinabbauender Komplex der sich aus vier Ringen von je sieben Untereinheiten
zusammensetzt. Die beiden inneren Ringe bestehen aus B-Untereinheiten, die das katalytische
Zentrum bilden und durch die Peptidbindungen gespalten werden. Die beiden dulleren Ringe
werden aus je sieben a-Untereinheiten zusammengesetzt, die den Zugang zum Lumen des 20S-
Proteosoms kontrollieren und an der Steuerung der Proteolyse beteiligt sind [43]. Da sich das
20S Proteosom frei im Cytoplasma und im Zellkern befindet, muss der Zugang von
Proteinsubstraten zum proteinverdauenden Innenraum des 20S-Proteosoms daher genau

geregelt sein.

Proteasome Subunit Alpha 1 (PSMAL1), ein 30 kDa Protein und Proteasome Subunit
Alpha 7 (PSMAT), ein 28 kDa Protein sind Untereinheiten des dulleren Alpha-Rings des 20S
Proteosoms und sollten auf deren Wirkung auf die HCV Replikation und Translation getestet
werden. Die Proteosom o-Untereinheit 7 wurde als potentieller HCV Kofaktor diskutiert, da

eine Ribozym-vermittelte Spaltung von PSMA7 zu einer Verringerung der HCV IRES-
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vermittelten Translation fiihrte [42]. Dariliber hinaus sollte durch Auswahl einer weiteren
Alpha-Untereinheit untersucht werden, ob die Verminderung der HCV Translation durch
Inhibition von PSMA7 durch den gesamten Alpha-Ring des 20S Proteosomen vermittelt wird,
oder ob die Wirkung ausschlieBlich auf PSMA7-spezifische Inhibition beruht. Die
Beeinflussung einer zweiten a-Untereinheit, PSMA1, durch Expression der cDNA in Sense-
und Antisense Orientierung konnte dariiber Aufschluss geben.

Die durch das 20S-Proteosom vermittelte Aktivitit beruht auf der Spaltung von
Peptiden in einem ATP/Ubiquitin-abhéngigen Prozess eines nicht lysosomalen Signalwegs.
Durch Interferon stimulierte Zellen ersetzen drei Untereinheiten der inneren B-Ringe durch
die induzierbaren Proteosom Untereinheiten LMP2, LMP7 und MECL-1 um dann mit zwei
Partikeln des 19S Proteosomen das sogenannte 26S Immunproteosom zu bilden, das fiir die
Generierung von MHC Klasse I Molekiilen zur Antigen Présentation verantwortlich ist [122].
Weiter wurde gezeigt, dass persistierende Virusinfektionen mit einem reduzierten LMP7-
Level korrelieren [123], was darauf hindeutet, dass Viren zur viralen Etablierung in Zellen
einen Mechanismus zur Inaktivierung der proteosomalen Epitop-Prozessierung durch LMP7-
Inhibition nutzen.

Scheinbar gegensitzlich sehen im Vergleich dazu die nach der Transfektion von
PSMA7 Sense- und Antisense-Konstrukten im Northern und Western Blot detektierten
Ergebnisse aus. Der verminderte PSMA7 Protein Level durch Expression von PSMA7 RNA
in Antisense-Orientierung fiihrte dann auch zu einem reduzierten HCV RNA und NS5B
Protein Level. Diese Beobachtung deutet auf die potentielle Rolle von PSMA7 als HCV
Kofaktor hin, denn demgegeniiber steht auch eine Verstirkung der subgenomischen HCV
Replikation und Translation durch Uberexpression von PSMA7. Zusammenfassend deuten
die Ergebnisse auf eine modulatorische Funktion von PSMA7 in der subgenomischen HCV
Replikation und Translation hin.

Diese Beobachtungen korrelieren mit den Ergebnissen, die eine Inhibition der HCV
IRES-vermittelten Translation durch PSMA7-gerichtete Ribozyme zeigte [42]. Andere
Untersuchungen zeigten, dass PSMA?7 in Hepatitis B Virus infizierten Zellen mit dem HBV X
Protein (HBX) interagiert und eine plasmid-vermittelte Expression von PSMA7 Antisense
RNA die Transaktivierung von HBX blockiert, wihrend die Uberexpression von PSMA?7
HBX aktiviert. PSMA7 unterstiitzt demnach die Aktivierung von zelluldren und auch viralen
Promoter [124], was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen im Kontext mit HCV gezeigt

wurde. Aus diesem Grund wurde deshalb die Vermutung postuliert, dass PSMA7 in
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Verbindung mit HBX eine andere Funktion ausiibt und nicht im {blichen Kontext der

Proteosom-Funktion steht [124].

Bei der Uberpriifung der Proteosom Alpha-Untereinheit 1 (PSMA1) als potentieller
HCV Kofaktor konnten keine vergleichbaren Ergebnisse wie bei PSMA7 gezeigt werden. Die
Verdanderung des PSMA1 RNA und Protein Levels durch Expression von Sense- und
Antisense-Konstrukten zeigte dariiber hinaus keine signifikante Auswirkung auf den
subgenomischen HCV Replikationszyklus. Diese Beobachtung verdeutlicht die besondere
Position von PSMA7 in dem Proteosom-Komplex fiir die subgenomische HCV Replikation

und IRES-vermittelte Translation.

6.1.5 Der eukaryotische Initiationsfaktor 3 (elF3)

Die Initiierung der Cap-unabhingigen Hepatitis C Virus Translation wird durch die HCV
Internal Ribosomal Entry Site (IRES) kontrolliert, an die die 40S ribosomale Untereinheit
direkt binden kann. Die bei der IRES-vermittelten Translation der HCV Proteine zusétzlich
erforderlichen eukaryotischen Initiationsfaktoren, elF2 und elF3, bilden zusammen mit der
Ribosomenuntereinheit den 48S ribosomalen Pré-Inititiations-Komplex, der sich spéter zum
Translations-kompetenten Ribosomen zusammensetzt [34, 36]. Bei elF3 (Eukaryotic
Initiation Factor 3) konnte die Bindung des Translationsfaktors an die Doméne III der HCV
IRES gezeigt werden. So sollte untersucht werden, ob die Interaktion von elF3 mit der HCV
IRES fiir die IRES-vermittelte Translation essentiell ist und durch Inhibition von elF3-
Untereinheit 9 (116 kDa), die als essentieller Faktor des aus 10 Untereinheiten bestehenden
elF3-Komplexes genannt wird [34], supprimiert werden kann.

So wurden die HCV Replikonzellen mit einem elF3 Antisense-exprimierenden
Plasmid transfiziert und HCV RNA als auch HCV Protein Level quantifiziert. Nach
Bestitigung der Expression der elF3 RNA im Northern Blot wurde die HCV RNA Expression
untersucht. Durch die Ergebnisse konnte bestitigt werden, dass der Translationsfaktor elF3
keinen Einfluss auf die subgenomische HCV Replikation hat und diese nicht inhibiert werden
konnte. Die Inhibition der elF3-Untereinheit 9 (p116) zeigte allerdings ebenfalls eine nur
geringfiigige Verminderung der HCV IRES-vermittelten Translation um etwa 10%.
Vermutlich konnte die Funktion der gesamten elF3-Einheit durch die Verminderung des elF3-
pll6-Levels nicht ausreichend inaktiviert werden, um den HCV Replikationszyklus

entscheidend zu beeinflussen.
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6.1.6 Modulation der HCV IRES-vermittelten Luciferase Expression durch zellulire

Proteine

Die in den Replikonzellen gewonnen Erkenntnisse iiber die zelluliren Proteine als
potentielle Hepatitis C Virus Kofaktoren, wurden auch im Luciferase Reportersystem
untersucht. Das Reportersystem besteht aus der vom SV40 Promoter gesteuertem Renilla
Luciferase (Renilla reniformis) und der HCV IRES-vermittelten Translation der Firefly
Luciferase (Photinus pyralis) mit abschlieBendem HCV 3 "UTR.

Nach Co-Transfektion der genspezifischen Sense-Konstrukte mit dem Luciferase-
Plasmid in die HuH-7 Zellen zeigte die Uberexpression der Gene in dem bicistronischen
Reportersystem ein teilweise andere Wirkung auf die HCV IRES-vermittelte Aktivitét als in
den HuH-7 Replikonzellen. HnRNP C und HuR zeigten den gleichen Effekt wie in den
subgenomischen HCV  Replikonzellen und erhohten durch ihre genspezifische
Uberexpression die HCV IRES vermittelte Luciferase-Aktivitit. IRF1, IRF3, PSMALI,
PSMA7 und PTB, konnten die in den Replikonzellen gezeigte Wirkung im Luciferasesystem
nicht bestatigen.

IRF1 und IRF3, durch die die HCV Replikation und Translation in den Replikonzellen
fast vollstindig inhibiert wurde, hatten hier einen im Vergleich zu vorher geringen
inhibierenden Einfluss auf die HCV IRES-vermittelte Luciferase Translation. Das
subgenomische HCV Replikon zeigte sich sensitiver gegeniiber Interferon Regulatory Factor
1 und 3 (IRF) induziertem Interferon als das Luciferase-Konstrukt. Dabei wurde schon
gezeigt, dass ein definierter Bereich im HCV NSS5A Protein, das im Luciferase
Reporterkonstrukt nicht vorhanden ist, fiir die hohe Sensitivitit gegeniiber Interferon
verantwortlich ist. Mutationen in der Region, der sogenannten Interferon Sensitivity
Determing Region (ISDR), korrelierten unter anderem mit dem Ansprechen auf eine
Interferontherapie [125].

PSMA7 und PTB konnten die Beobachtungen im Replikonsystem, durch
Uberexpression die HCV IRES-vermittelte Translation zumindest geringfiigig zu verstirken,
nicht bestdtigen. Eine mogliche Erklirung wire, dass z.B im Luciferase Reportersystem
aufgrund der fehlenden viralen Proteine auch nicht simtliche Interaktionen zwischen PTB und
HCV greifen konnen und bei PTB neben der HCV IRES und der HCV 3"UTR auch andere
HCV Bindungsstellen durchaus notwendig sind, um durch PTB Uberexpression die IRES-
vermittelte Translation zu verstérken.

Im Gegensatz dazu konnte die Expression von Antisense-RNA im Wesentlichen die in

den HCV Replikonzellen gezeigten Ergebnisse manifestieren. Aullerordentlich effizient zeigte
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sich die Inhibition der HCV IRES-vermittelten Luciferase Translation durch Expression von
HuR, PSMA7 und auch hnRNP C RNA in Antisense-Orientierung. So scheint unter anderem
die HCV 3'UTR eine bedeutende Funktion fiir die Stabilitit der IRES-vermittelten Luciferase
Translation zu spielen, da die Inhibition der HCV 3'UTR-bindenden Faktoren HuR und

hnRNP C zu einer signifikanten Verminderung der Luciferase Expression fiihrte.

6.2 Inhibition der subgenomischen Hepatitis C Virus Replikation und Translation

durch RNA Interferenz

RNA Interferenz ist ein Prozess, der sequenzspezifisch und posttranskriptionell die
Expression von Genen durch sogenannte small interfering RNA (siRNA) unterbindet.
Sequenzspezifische RNA Molekiile mit einer GroBe von 19-23 Basenpaaren dienen als
Vorlage fiir den RNA-Induced Silencing Complex (RISC), die entsprechende Ziel-RNA durch
Spaltung zu degradieren. Dieser Mechanismus kann zum einen genutzt werden, um die
Funktion der von Genen translatierten Proteine zu charakterisieren. AuBBerdem koénnte dieser
Mechanismus das Potential liefern, um als gentherapeutische antivirale Applikation
persistierende Virusinfektionen, wie HCV zu eliminieren.

Bisherige Forschungsergebnisse konnten die Inhibition der subgenomischen HCV
Replikon RNA und Protein Expression durch RNA Interferenz in HuH-7 Zellen zeigen. Als
Ziele fiir HCV-gerichtete siRNAs wurden bisher NS3-, NS4B- und NS5A/B-Protein-
kodierende Bereiche gewihlt, um die Genexpression durch I. synthetisch hergestellte small
interfering RNAs (siRNA) [126] und II. Plasmid-basierende small hairpin RNAs (shRNA)
[127] zu inhibieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Replikationszyklus von HCV durch plasmid-
basierende RNA Interferenz gegen hochkonservierte Regionen im RNA Genom inhibiert
werden. Dabei hingt die Effizienz von siRNAs im Wesentlichen von bestimmten Kriterien,
wie G/C-Gehalt und Sekundarstrukturen der Ziel-RNA ab, so dass fiir die Identifikation von
wirkungsvollen siRNAs mehrere geeignete Sequenzen gegen die gleiche Ziel-RNA
ausgewdhlt wurden. Um eine Bandbreite von potentiellen Sequenzen fiir die Inhibition von
HCV RNA durch shRNAs auszutesten, ist die Anwendung von Plasmid-basierenden small
hairpin RNAs aus Kostengriinden praktikabler.

Zuerst musste iiberpriift werden, ob die plasmid-basierenden shRNAs im Cytoplasma
vorhanden und intrazelluldr aktiv sind. So wurde das fluoreszierende Protein EGFP

(Enhanced Green Fluorescent Protein) zusammen mit einem gegen die Position 126 der
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mRNA gerichtete sShRNA in HuH-7 Zellen co-transfiziert und auf Fluoreszenz iiberpriift. Im
Vergleich zu HuH-7 Zellen, die mit Kontroll-shRNA transfiziert wurden, konnte bei
siGFP126-transfizierten Zellen eine deutliche Verringerung der Fluoreszenz detektiert werden
und bestétigte die Inhibition der Genexpression durch RNA Interferenz. In weiteren
Untersuchungen konnte durch Einsatz unterschiedlicher DNA-Mengen bei der Transfektion
die Abhéngigkeit der Effizienz der RNA Interferenz von der eingesetzten Menge gezeigt
werden, so dass fiir wirkungsvolle RNA Interferenz neben der geeigneten Zielsequenz auch

die optimale Konzentration von shRNAs entscheidend ist.

6.2.1 Auswahl der Zielsequenzen fiir shRNAs gegen HCV RNA

Nach der Bestitigung der prinzipiellen Wirksamkeit von shRNAs in HuH-7 Zellen durch
Inhibition von EGFP, wurden Zielsequenzen fiir die Erstellung von plasmid-basierenden
shRNAs ausgewihlt, die gegen das RNA Plusstranggenom des Hepatitis C Virus gerichtet
sind. Zuerst galt es zu klaren, welche Bereiche des HCV-Genoms als Zielsequenzen geeignet
wiren. RNA Interferenz gegen NS3, NS4B, NS5A und NS5B wurde bereits untersucht und
diese Ziele sind aufgrund der hohen Mutationsrate im Hepatitis C Virus Genom gerade in
diesen Bereichen auch eher ungeeignete Ziele im Hinblick auf neue siRNA-basierende
therapeutische Applikationen gegen HCV. So konnten moglicherweise neue sogenannte
,Escape Varianten entstehen, durch die HCV weiter in den Zellen persistieren konnte. Die
hohe Mutationsrate fiihrte unter anderem zu der groBen Anzahl an verschiedenen HCV
Genotypen und zusitzlichen Subtypen, so dass fiir die Entwicklung einer siRNA-basierenden
therapeutischen antiviralen Anwendung Bereiche gewidhlt werden sollten, die liber sdmtliche
HCYV Genotypen hoch konserviert sind. Solche Bereiche finden sich in den 5 (HCV IRES)-
und 3'-Regionen des HCV mit einer Nukleotid-Identitét von 99,6% iiber alle HCV Genotypen
[128].

Fir die Auswahl von Zielsequenzen fiir siRNAs gibt es Richtlinien, die die
Vermeidung von 5" und 3° Regionen empfiehlt, da die besonders in diesen Bereichen
verstarkt auftretenden Sekunddrstrukturen sowie ansetzende Transkriptions- und
Translationsfaktoren die siRNA am Zugang zur Zielsequenz entscheidend hindern konnten.
Aufgrund der hohen Mutabilitdt im Polyproteinbereich von HCV wurden trotzdem Sequenzen
innerhalb der konservierten 5" und 3" Regionen ausgewdhlt und eventuelle sterische
Hinderungen in Kauf genommen. Es wurden drei shRNAs gegen die HCV IRES erstellt,
siHCV74 gegen den ,,stem loop II* und siHCV156 sowie siHCV207 gegen den ,,stem loop
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1. Die gegen den HCV 3'UTR gerichtete siHCV3'X wurde gegen den Plusstrang und
siHCV3"X(-) in erster Linie gegen den Minusstrang des HCV Genoms gerichtet. Allerdings
wurde schon gezeigt, dass der Sense als auch der Antisense-Strang der siRNA vom RISC
erkannt und als Vorlage zur Spaltung der Zielsequenz genutzt wird, so dass z.B. durch
siHCV3'X(-) nicht nur der intermedidre HCV Minusstrang, sondern theoretisch auch der
Plusstrang gespalten wird. Lediglich sequenzspezifische Merkmale, wie z.B. die Verteilung
AT- oder GC-reicher Bereiche sind entscheidend, ob der Sense- oder der Antisense-Strang der
siRNA als Vorlage vom RISC inkorporiert wird.

Erste Erkenntnisse iiber die Wirkung der HCV-gerichteten shRNAs sollte im
Luciferase Reportersystem gezeigt werden, in dem die Firefly-Luciferase unter der Kontrolle
der HCV S5'UTR (IRES) translatiert wird. AnschlieBend sollten die shRNAs in
monocistronischen HCV Replikonzellen untersucht werden, um deren Fihigkeit zur

Inhibition der subgenomischer HCV Replikation und Translation zu liberpriifen.

6.2.2 ShRNAs gegen hoch konservierte 5° und 3° Regionen des HCV Replikons

inhibieren die subgenomische Replikation und Translation

Nach Co-Transfektion des Luciferase Reporters pRL-IRES-FL-3'UTR und der shRNA-
Plasmide in HuH-7 Zellen konnte gezeigt werden, dass die Luciferase Aktivitit nach
Transfektion von stHCV74 und der gegen das HCV 3 'UTR gerichteten siHCV3'X bis zu 50%
inhibiert werden konnte. SIHCV156 und siHCV207, die gegen den ,,stem loop III* der HCV
IRES gerichtet sind, inhibierten die Luciferase Aktivitit dagegen nur um 20-30%, was
eventuell auf sterische Hinderungen durch Sekundérstrukturen oder zelluldre
Translationsfaktoren zuriickzufiihren ist, da neben weiteren zelluldren Proteinen z.B. auch der
eukaryotische Initiationsfaktor elF3 fiir die Initiation der Translation an eben diesen stem loop
IIT bindet [34]. Dariliber hinaus zeigte sich, dass die gegen den Minusstrang gerichtete
siHCV3"X(-) in dem Luciferasesystem nicht wirksam war, was auch erwartet wurde, weil die
Zielsequenz nach optimierten Regeln fiir shRNA-Design ausgesucht wurde und gegen den
HCV Minusstrang gerichtet ist. Da die ausgewéhlte Sequenz aus dem Minusstrang im
Luciferase Reporter nicht vorhanden ist und die komplementire gegen den Plusstrang-
gerichtete Sequenz nicht den optimalen Bedingungen fiir die Inkorporation in den RISC
entspricht, konnte keine Inhibition der IRES-vermittelten Luciferase Expression detektiert

werden.
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Die Wirksamkeit von vier der fiinf untersuchten shRNAs konnte in dem Luciferase
Reportersystem gezeigt werden und sollte anschlieBend in dem Zellkultursystem tiberpriift
werden. Die monocistronischen HCV Replikonzellen wurden mit den shRNA-Plasmiden
transfiziert und nach flinf Tagen fiir Protein und RNA Analysen geerntet, da gezeigt wurde,
dass sich eine Inhibition von NS5B durch die lange Halbwertzeit des Proteins erst am fiinften
Tag zeigt [129]. Die Uberpriifung der RNA Expression im Northern Blot zeigte, dass durch
alle gegen die HCV 5'UTR-gerichteten shRNAs eine Inhibition der subgenomischen HCV
Replikation bis zu 60% erreicht werden konnte. Der subgenomische HCV Protein Level
korrelierte mit dem Ergebnis und zeigte einen bei allen gegen HCV 5 UTR-gerichteten
shRNAs eine Inhibition der HCV Translation um 70-80%. Trotz Sekundérstrukturen und
Transkriptionsfaktoren, die den Zugang zur Zielsequenz verhindern konnten, konnten die
shRNAs gegen die hoch konservierten HCV Regionen den Replikationszyklus deutlich
inhibieren.

Die Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass die HCV NS5B Protein Expression
des HCV Replikons durch HCV IRES-gerichtete shRNAs wirkungsvoller supprimiert wurde
als der Luciferase Reporter. Der stirkere shRNA Effekt auf das HCV Replikon konnte auf
verschiedene Effekte des autonomen Replikationsmechanismus von HCV zuriickzufiihren
sein. Die Blockierung der IRES-vermittelten Synthese von nichtstrukturellen Proteinen, die
fiir die virale RNA Synthese essentiell sind und die Spaltung von Teilen des 5'UTR, die fiir
die komplementire RNA-Minusstrangsynthese wichtig sind, konnten zu einer weitergehenden
Suppression der viralen Replikation fiihren.

Bei den gegen die HCV 3"UTR gerichteten shRNAs konnte nur siHCV3’X, die gegen
Position 7798 des Plusstranges des HCV Replikons gerichtet ist, die subgenomische
Replikation als auch die HCV IRES-vermittelte Translation inhibieren. Die Spaltung erfolgt
dabei genau zwischen stem loop II und III der HCV 3"UTR, die unter anderem auch fiir die
Bindung von dem RNA-stabilisierenden und vor Degradation schiitzenden Protein HuR
verantwortlich sind. Ebenso sind dabei die Bindungenstellen von hnRNP C und hnRNP [
(PTB) betroffen, so dass zusidtzlich auch der Verlust an Bindungsstellen fiir zelluldre
Kofaktoren der HCV Replikation und Translation zu der effizienten Inhibition fiihrt.
SiHCV3'X(-) hingegen zeigte eine vergleichsweise moderate Wirkung und reduzierte den
HCV RNA Level um etwa 25 %. Obwohl theoretisch auch der HCV Plusstrang durch
siHCV3'X(-) gespalten werden kann, scheint die gezeigte Wirkung aber ausnahmslos auf der
Spaltung der HCV 3'UTR des HCV Minusstrang-Intermediates zu beruhen, da der HCV
Protein Level iiberhaupt nicht beeintrdchtigt werden konnte. Eine Spaltung des HCV
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Plusstranges wiirde sich vermutlich auch inhibierend auf die Translation des Polyproteins
auswirken. Die Tatsache, dass auch bei unverdndertem HCV Protein Level wenigstens der
HCV RNA Level durch siHCV3'X(-) um immerhin 25% reduziert werden konnte, lisst
zumindest schlussfolgern, dass die shRNA nicht unwirksam ist. Die geringe Wirkung auf die
Replikation zeigt, dass die Abspaltung der terminalen Sequenzen in der HCV 3"'UTR durch
RNAI1 die Bindung von modulierenden HCV Kofaktoren des Replikationszyklus in stem loop

IIT hochstens geschwicht, nicht aber vollkommen aufgehoben haben kann.

6.3  RNA Interferenz gegen zellulire HCV Kofaktoren

HCV RNA-gerichtete RNA Interferenz inhibierte die subgenomische HCV Replikation
und Protein Translation signifikant, dennoch ist der Einsatz HCV RNA-gerichteter siRNAs
nicht ganz unproblematisch. Sekundirstrukturen und IRES-Protein-Interaktionen kénnen zum
einen den Zugang fiir siRNAs verhindern und zum anderen bestehen trotz hoher
Konservierung der HCV 5'UTR unter den verschiedenen HCV Geno- und Subtypen
betrachtliche genetische Sequenzunterschiede. So kann es auch in diesem Bereich durch die
hohe Fehlerrate und der gleichzeitig ungenauen ,,Proofreading-Aktivitit“ der RNA-
abhingigen RNA-Polymerase zu Mutationen wéhrend der Replikation kommen, die dann der
sequenzspezifischen RNA Interferenz entgehen, da bereits ein einzelner ,,Basen-mismatch*
zur Authebung der siRNA-Funktion fiihren kann.

Zelluldre Proteine, die essentiell fiir die HCV Replikation und Translation sind, kdnnen
als alternative Ziele fiir RNA Interferenz gewéhlt werden, da Nachteile wie
Sekundarstrukturen und Mutationen weitgehend ausgeschlossen werden konnen. Die durch
Plasmid-vermittelte Expression der Gene in Sense- und Antisense-Orientierung identifizierten
potentiellen Kofaktoren der subgenomischen HCV Replikation und Translation (s.6.1)
wurden jetzt durch die im Vergleich zur Antisense Blockierung effektivere Methode der RNA
Interferenz [130] mit dem Ziel inhibiert, dadurch eine Verstirkung des inhibitorischen
Effektes auf den HCV Replikationszyklus zu detektieren. Im Falle einer signifikanten
Inhibition des subgenomischen HCV Replikationszyklus durch HCV Kofaktor-gerichtete
RNA Interferenz konnte RNAi gegen Kofaktoren ein alternativer Ansatz flir antivirale
Strategien werden und moglicherweise in Kombination mit direkter HCV-gerichteter RNAi

die Entstehung von Escape-Varianten minimieren.
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6.3.1 PTB ist essentiell fiir die subgenomische HCV IRES-vermittelte Translation

Die Funktion von PTB als Kofaktor bei der HCV Replikation und Translation wurde
schon einige Male kontrovers diskutiert [107, 108, 109, 110] und ebenso zeigt sich beim
Vergleich der Plasmid-basierten Expression von PTB in Sense- und Antisense-Orientierung
im Luciferase Test eine andere Funktionalitit als in den Replikonzellen fiir den HCV
Replikationszyklus. Diese Tatsache ldsst auf einen komplexen Zusammenhang zwischen PTB
und seinen essentiellen Bindungsstellen, von denen einige im Luciferase Konstrukt nicht
vorhanden sind, schlieBen. Ebenso konnten Interaktionen zwischen PTB und anderen HCV
Kofaktoren ebenso eine Auswirkung auf die Funktion von PTB zeigen. Nachdem gezeigt
wurde, dass die Inhibition von PTB durch Antisense RNA indirekt auch zu einer Reduzierung
von HCV RNA und HCV NS5B fiihrte, sollte PTB durch shRNAs, die gegen diverse
Zielsequenzen gerichtet sind, noch effizienter inhibiert werden .

Die effektivsten PTB-gerichteten shRNAs, siPTB148 und siPTB352 reduzierten den
PTB RNA und Proteinlevel um etwa 50%. Diese Halbierung des PTB Protein Levels fiihrte
letztendlich zu einer Inhibition der HCV IRES-vermittelten Translation bis zu 60%. Dieses
Ergebnis zeigt, dass PTB eine besondere Bedeutung als potentieller Kofaktor fiir den HCV
Replikationszyklus hat und dieses vermutlich auch in den zahlreichen Bindungsstellen fiir
Interaktionen mit dem HCV Genom begriindet liegt. Die Inhibition von PTB fiihrte zu einer
signifikanten Reduzierung (p<0.004) des HCV Protein Levels, die subgenomische
Replikation war von der RNA Interferenz im Vergleich zur Translation weniger betroffen.
Dies kann bedeuten, dass entweder PTB an der HCV-Replikation grundsitzlich nur
geringfligig beteiligt ist, oder das nach Inhibition von PTB durch RNA Interferenz,
Funktionen durch andere HCV Kofaktoren, z.B. HuR, kompensiert werden. So wurden
Funktionen der Stabilisierung der RNA neben PTB auch HuR zugesprochen.

Im Luciferase Reportersystem konnte die Bedeutung von PTB als Kofaktor der HCV
IRES-vermittelten Translation nochmals bestitigt werden, die Luciferase Aktivitit
verminderte sich nach Transfektion von PTB-gerichteten shRNAs um bis zu 30%, bei
siPTB352 sogar bis 45%. Unterschiede in der Inhibition der Luciferase Aktivitdt und der
HCV Replikon Translation liegen, wie schon vermutet, hochstwahrscheinlich an mehreren
Faktoren. Zum einen ist das Replikonsystem, das aus mehreren HCV Komponenten besteht,
wesentlich komplexer und zum anderen konnte es auch an der Inkubationsdauer nach der
Transfektion liegen, da die Replikonzellen nach fiinf Tagen und Luciferase-transfizierte
Zellen im Gegensatz dazu nach drei Tagen untersucht wurden. Dies war ndtig aufgrund der

Tatsache, dass die Aktivitit der Luciferase beginnend ab ihrem Maximum nach etwa 48
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Stunden rapide abnimmt. Bei zwei Tagen Inkubation kann moglicherweise die Halbwertzeit
von PTB auch fiir die vergleichsweise geringere Inhibition im Luciferasesystem
verantwortlich sein, da die Translation der Luciferase durch PTB-shRNAs nur indirekt

supprimiert werden kann.

6.3.2 PSMA7 moduliert die subgenomische HCV Replikation und Translation

Die Untersuchungen von HuH-7 Zellen, die mit PSMA7-exprimierenden Plasmiden in
Sense- und in Antisense-Orientierung transfiziert wurden, offenbarte eine Beeinflussung der
HCV IRES-vermittelten Translation eines co-transfizierten Luciferase Reporters als auch der
subgenomischen HCV Translation in den HCV Replikonzellen durch PSMA7. Gleichzeitig
wurde durch Inhibition von PSMA7 durch Antisense-exprimierende Plasmide auch die HCV
Replikation entscheidend inhibiert. Demgegeniiber steht die Erhdhung der HCV Replikation
und Translation durch Uberexpression von PSMA7 RNA, so dass die Ergebnisse auf eine
Modulation des HCV Replikationszyklus durch PSMA7 hinweisen.

Eine weitere Charakterisierung der Funktion als Kofaktor der HCV Replikation sollte
dann durch RNA Interferenz gegen die PSMA7 RNA gezeigt werden. Vier gegen PSMA7-
gerichtete plasmid-basierende shRNAs reduzierten den PSMA7 RNA und Protein Level nach
transienter Transfektion und flinf Tagen Inkubation um etwa 50%. Die RNA und Protein
Level konnten auch bei PSMA7 nicht mehr als halbiert werden, was mdglicherweise wieder
an der Protein-Halbwertzeit aber vielleicht auch an einer nicht optimalen Wahl der
Zielsequenzen liegen konnte. Nichtsdestotrotz zeigte sich durch Inhibition von PSMA7 um
50% eine indirekte Wirkung, bzw. Suppression der HCV Replikation und Translation um
ebenfalls 50% (p< 0.004). Dies bestitigte die in den Antisense-Untersuchungen gezeigten
Resultate nochmals, dass PSMA7 vermutlich ein wichtiger zelluldrer Kofaktor der

subgenomischen HCV Replikation und Translation ist.

6.3.3 RNAi gegen HuR

Die stabilisierende Funktion von Human antigen R (HuR) fiir die HCV Replikation und
Translation wurde schon mehrmals beschrieben[114, 117]. Die Beobachtungen in den
Western und Northern Blot Analysen durch Plasmid-basierte Hur Expression in Sense- und

Antisense-Orientierung konnten diese bisherigen Erkenntnisse nochmals bestdtigen. Jetzt
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wurden vier Zielsequenzen zum Design von shRNAs fiir die effiziente Inhibition der HuR
Genexpression ausgesucht. Da neben HuR noch einige andere zelluldre Proteine an der HCV
3’UTR binden und stabilisierende sowie unterstiitzende Funktionen bei der HCV Replikation
und Translation erfiillen, konnte es trotzdem moglich sein, dass die RNAi-bedingte
Suppression von HuR durch andere Proteine kompensiert werden kann. So sollte untersucht
werden, in welchem Ausmal3 der Replikationszyklus von HCV durch RNA Interferenz gegen
HuR inhibiert werden kann. Sollte durch Inhibition der HuR-Genexpression der HCV RNA
und NS5B Protein Level deutlich vermindert werden, liee dies auf eine Funktion von HuR
als HCV Kofaktor schlieBen. Durch Transfektion des HuR Antisense-Plasmids in HuH-7
Replikonzellen konnte die Verminderung des NS5B Protein Levels schon bestédtigt werden.

Nach Transfektion der HuR-gerichteten shRNAs in die Replikonzellen und flinftagiger
Inkubation konnte eine Inhibition der HuR Protein Konzentration um 50% durch siHuR151
beobachtet werden. Drei andere HuR-gerichtete shRNAs waren insgesamt gesehen
ineffizienter und verringerten den HuR Level um nicht mehr als 30%. Die Suppression von
HuR fiihrte schlieBlich zu einer signifikanten Inhibition der subgenomische HCV IRES-
vermittelten Translation um 40%. Einen groferen Effekt zeigte die Inhibition von HuR auf
den HCV RNA Level, der im Vergleich zur siEGFP-Kontrolle sogar um 60% (p<0.004)
reduziert wurde.

Human antigen R bindet an destabilisierende AUUUA-Motive in zelluliren mRNAs
und verhindert deren Degradation. So ist HuR in erster Linie fiir die Stabilisierung der HCV
RNA und deren Schutz vor Abbau durch zellulire Nukleasen zustindig. Durch den
verminderten HuR Level in der Zelle ist die HCV RNA vermutlich schneller degradiert
worden als normal und kann dadurch natiirlich auch einen reduzierenden Effekt auf die HCV
Protein Translation haben. Durch die Untersuchungen konnte verdeutlicht werden, dass HuR
als potentieller HCV Kofaktor eine essentielle Bedeutung fiir den HCV Replikationszyklus
besitzt.

6.4 Synergistische Wirkung durch Kombination von HCV RNA-gerichteten

Strategien

Die Ergebnisse der direkten (HCV RNA-gerichtet) und indirekten (HCV Kofaktor-
gerichtet) RNA Interferenz gegen die Hepatitis C Virus RNA zeigt, dass siRNAs
wirkungsvolle und geeignete Mittel zur Inhibition des Hepatitis C Virus Replikationszyklus

sind. Allerdings konnen auch hier die Moglichkeiten in gewisser Hinsicht durch komplexe
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Sekundirstrukturen der Ziel RNA begrenzt sein. Ebenso konnen Interaktionen zwischen
Transkriptionsfaktoren und RNA der siRNA den Zugang zur Zielsequenz verwehren und die
siRNA ineffizient erscheinen lassen. Neben diesen Limitierungen kommt beim Hepatitis C
Virus zusétzlich noch die hohe Mutationsfahigkeit, verursacht durch die hohe Fehlerrate und
gleichzeitig ungenaue ,,Proofreading Aktivitit der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase, dazu.
Die genannten Punkte machen auch den Einsatz von RNA Interferenz schwierig. Diese
Probleme konnten iiberwunden werden, wenn RNA Interferenz gegen mehrere Ziele gerichtet
ist und so der inhibitorische Effekt von RNAi wihrend des HCV Replikationszyklus verstérkt
werden wiirde und zweitens das Entstehen von Mutationen im Bereich der siRNA Sequenz
durch das zweite avisierte Ziel kompensiert wird. Die Vermeidung von HCV Quasispezies
durch eine duale Strategie ist vor allem in Bezug auf mogliche therapeutische Anwendungen

in der Zukunft von grof3er Bedeutung.

6.4.1 Synergistische inhibitorische Effekte von shRNA Kombinationen auf die

IRES-vermittelte Translation eines Luciferase Reporters

Verschiedene Kombinationen von HCV RNA- und HCV Kofaktor-gerichteten shRNAs
sollten dahingehend untersucht werden, ob der inhibitorische Effekt einzelner shRNAs
zusiétzlich verstdarkt werden kann. So wurden zuerst die in den bisherigen Untersuchungen
effektivsten shRNAs (siHCV207, siHCV3'X, siHuR151, siPSMA7-639, siPTB148) in
Luciferase Untersuchungen miteinander kombiniert und mit einzeln transfizierten shRNAs in
deren Wirkung miteinander verglichen. Die Beobachtungen zeigten, dass in dem Luciferase
Reportersystem zwei Kombinationen eine wesentliche Verstdrkung des inhibitorischen
Effektes mit sich brachten: I. siHCV207/siHCV3’X und II. siHCV3'X/siHuR151.

Bei Kombination I ist das Ergebnis nicht iiberraschend, da diese Kombination zwei
wichtige essentielle Bereiche, die HCV 5'UTR und 3'UTR, der HCV IRES-vermittelten
Translation gleichzeitig und auch direkt durch RNAi spaltet. Kombination II hingegen setzt
sich aus direkter und indirekter RNAi gegen HCV zusammen. Die Inhibition des RNA-
Bindungsprotein HuR zusammen mit der zusitzlich das HCV 3'UTR angreifenden siHCV3'X
scheinen die HCV RNA noch effizienter zu destabilisieren.

Die Beobachtung, dass mehrere andere Kombinationen nicht zu einer Verstirkung des
inhibitorischen Effekts fiihren, ldsst sich wahrscheinlich auf verschiedene Faktoren
zuriickfithren. Im Luciferase Reportersystem wird bei Kombination mit PTB-gerichteten

shRNAs vermutlich durch das Fehlen einiger in der HCV RNA vorhandener PTB-
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Bindungsstellen die Inhibition von PTB nicht die Auswirkung haben, wie in den
subgenomischen Replikonzellen und deshalb auch nicht zu einer wesentlichen
Beeintrachtigung der HCV IRES-vermittelten Luciferase Translation fithren. Ein weiterer
Faktor konnte die in den Luciferase Untersuchungen kurzen Inkubationszeiten (2-3 Tage)
sein, die die Halbwertzeit der Proteine nicht beriicksichtigt. Langere Inkubationszeiten sind
allerdings im Luciferasesystem nicht sinnvoll, da die Luciferase Aktivitdit am zweiten Tag
nach der Transfektion ihr Maximum hat und kontinuierlich bis zum fiinften Tag signifikant

wieder absinkt (Daten nicht gezeigt).

6.4.2 Inhibition der subgenomischen HCV Replikation und Translation durch
Kombination von shRNAs

Die in den Luciferase Reportersystemen untersuchten shRNA-Kombinationen wurden
anschlieBend in dem weit komplexeren HCV Replikonsystem getestet. Kombinationen
wurden im Northern und Western Blot auf RNA und Protein Expression iiberpriift, wobei die
im Northern Blot detektierten RNA Level dabei meistens mit dem Protein Level im Western
Blot korrelierten. Dabei konnte die synergistische Effektivitit bei zwei shRNA-
Kombinationen bestétigt werden, die eine weitere Reduktion der RNA und Protein Expression
um immerhin 10% zeigten: 1. siHCV207/siHCV3’X und II. siHCV3'X/siHuR151.

Die Bestitigung der Ergebnisse im Luciferase Reportersystem durch Ergebnisse in den
subgenomischen HCV Replikonzellen unterstreicht deren Aussagekréftigkeit. RNA
Interferenz durch shRNA-Kombinationen, die direkt gegen die regulatorischen hoch-
konservierten 5" und 3" Regionen des HCV gerichtet ist, erh6hte den inhibitorischen Effekt
auf den HCV Replikationszyklus. Ebenso fiihrte die Destabilisierung der HCV 3'UTR durch
RNAI mittels Kombination von direkter 3"UTR-gerichteter shRNA und iiber HuR indirekt
3"'UTR-gerichteter shRNA zu einer Verstirkung des inhibitorischen Effektes. Auffallend war
dabei die Effizienz im Luciferase Reportersystem verglichen mit dem HCV Replikonsystem,
die durch HCV Kofaktor-gerichtete shRNA-Kombinationen beobachtet wurde. Wéhrend in
den Luciferase Untersuchungen kaum Effekte durch Kombination von HCV Kofaktor-
shRNAs zu detektieren waren, zeigten diese im Replikonsystem in Northern und Western
Blot Analysen zum Teil deutliche Verstirkungen des inhibitorischen Effektes auf die
subgenomische HCV Replikation und Translation. PSMA7-, bzw. HuR-gerichtete RNA
Interferenz inhibierte die HCV Replikation und Translation um 30-40%, durch Kombination

von siPSMA7 und siHuR zeigte sich eine weitere additive Verstirkung des inhibitorischen
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Effektes auf HCV um etwa 30% auf insgesamt 60-70% Reduktion. Die Tatsache, dass zwei
blockierte Kofaktoren einen additiv inhibitorischen Effekt auf den HCV Replikationszyklus
ausiiben, bestitigt die essentielle Bedeutung der zelluldren Proteine fiir HCV. Ahnliche
Ergebnisse konnten fiir die Kombination von PTB/HuR- und PTB/PSMA7-gerichteten
shRNAs gezeigt werden. Eine Erklarung ist moglicherweise, dass die Inhibition zweier HCV
Kofaktoren nicht mehr kompensiert werden kann. Zusammenfassend gesagt, kann HCV
Kofaktor-gerichtete RNA Interferenz als Kombination mit anderen Kofaktor-gerichteten oder
mit effizienten HCV UTR-gerichteten shRNAs ein wirkungsvoller Mechanismus fiir neue

antivirale Kombinationstherapien sein.

6.4.3 Kombination aus RNA Interferenz und Ribozym-vermittelter Spaltung

Durch die Anwendung von shRNA Kombinationen ist ein Weg aufgezeigt worden, die
inhibitorische Wirkung von RNA Interferenz auf den HCV Replikationszyklus im Vergleich
zu einzeln transfizierten shRNAs durch synergistische oder additive Wirkung zu verstirken.
Dabei wurde letztendlich der gleiche Mechanismus genutzt, RNAi durch den RNA-Induced
Silencing Complex, um zwei unterschiedliche Zielsequenzen aus einer Reihe von mehreren
moglichen Zielen (HCV 5'UTR, HCV 3'UTR, HuR, PSMA7, PTB) gleichzeitig durch small
hairpin RNAs zu spalten. Die Wirkung einzelner small hairpin RNAs auf die subgenomische
HCV Replikation sowie Translation konnte mittels bestimmter Kombinationen von shRNAs
geringfiigig bis additiv verstarkt werden.

Zusitzlich zur Kombination verschiedener Zielsequenzen des Hepatitis C Virus
Genoms wurde dann der Wirkungsmechanismus kombiniert. Die Nutzung verschiedener
Mechanismen, ndmlich zum einen die RNA Interferenz und zum anderen die Ribozym-
vermittelte Spaltung, konnte die Kapazititen der Zelle noch besser nutzen und die
inhibitorische Wirkung auf den HCV Replikationszyklus verstirken. Ein Beispiel der
effizienteren Wirkung durch Kombination verschiedener Mechanismen in der Praxis ist die
Kombinationstherapie des Cytokins Interferon o mit dem Nukleosidanalogon Ribavirin, mit
der die Heilungschancen fiir HCV-infizierte Patienten im Vergleich zu friiheren
Monotherapien wesentlich gestiegen sind.

HCV- und HCV Kofaktor-gerichtete small hairpin RNAs wurden mit den Ribozymen
tRz323-CTE (Anti-HCV-5'UTR) und tRz9543-CTE (Anti-HCV-3"UTR) unterschiedlich
kombiniert und im Luciferase System auf Inhibition der HCV IRES-vermittelten Translation

untersucht.
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Der inhibitorische Effekt einzelner sShRNAs und Ribozyme konnte durch Kombination
von shRNAs mit Ribozymen signifikant (p< 0.004) verstdarkt werden. Beide Ribozyme, das
HCV 5'UTR-gerichtete tRz323-CTE, beziehungsweise das HCV 3 "UTR-gerichtete tRz9543-
CTE, zeigten in Kombination mit siHCV156 bzw. siHCV207 synergistische Effekte und
inhibierten verstarkt die IRES-vermittelte Translation der Firefly Luciferase im Vergleich zu
einzeln transfizierten shRNAs und Ribozymen. Bei weiteren Untersuchungen wurden
Effizienz steigernde Kombinationen detektiert, bei denen tRz323-CTE und tRz9543-CTE
synergistische Effekte mit jeweils unterschiedlichen shRNAs zeigten. tRz9543-CTE (HCV
3'UTR-gerichtet) zeigte starke inhibitorische Effekte mit siHCV3'X und siHuR151, die
ebenfalls beide, direkt sowie indirekt iiber HuR, gegen die HCV 3"UTR gerichtet sind. Das
unterstiitzt die Vermutung, wie bei der shRNA-Kombination siHCV3'X-siHuR151, dass es
durch duale Strategien gegen die HCV 3'UTR zur Destabilisierungen und Degradierung der
HCV RNA kommt. Moderate synergistische Effekte konnten bei tRZ9543-CTE mit
siPSMA7-639 und siPTB148 beobachtet werden. Bei tRz323-CTE konnte mit keiner der
HCV Kofaktor-gerichteten shRNAs ein synergistischer Effekt im Luciferase System gezeigt
werden. Die effektivsten Kombinationen zwischen shRNAs und Ribozymen wurden
ausgewdhlt, um die gezeigten Effekte im Luciferase System auch in den subgenomischen
HCV Replikonzellen zu iiberpriifen. Nach Transfektion der Kombinationen in die HuH-7
Replikonzellen, wurden der HCV RNA und NS5B Protein Level im Northern und Western
Blot iiberpriift. Der HCV RNA Level konnte, im Vergleich zu einzeln transfizierten shRNAs
oder Ribozymen, durch Kombination von tRz9543 mit siHCV156/207/3"X um weitere 25%
vermindert werden und sank dadurch z.B. bei siHCV207-tRz9543-CTE auf 10% des
Kontrollwertes.

Die Ergebnisse bestitigten, dass die Kombination verschiedener Zielsequenzen
innerhalb der HCV RNA als auch die Kombination verschiedener RNA-gerichteter Strategien
zu einer weiteren Verstiarkung des inhibitorischen Effektes auf den HCV Replikationszyklus

fiihrt.

6.4.4 Wirkung durch Kombination von U6-Promoter und tRNA"*- Promoter

Da durch Kombination von Ribozym-vermittelter Spaltung und RNA Interferenz eine
deutliche Verstirkung des inhibitorischen Effektes auf den HCV Replikationszyklus um
durchschnittlich 25% gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob dieser Effekt in erster
Linie auf die Nutzung der zwei unterschiedlichen HCV RNA-gerichteten Wirkungs-
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mechanismen beruht oder ob die Nutzung der verschiedenen Promoter ursidchlich an dem
gezeigten Effekt sein konnte.

Alle bisher untersuchten shRNAs wurden unter der Kontrolle des U6-Promoters und
alle Ribozyme unter der Kontrolle des tRNA"*-Promoters exprimiert. Fiir einen Vergleich
sollten entweder ShRNAs zusitzlich hinter den tRNA"*-Promoter oder Ribozyme hinter den
U6 Promoter kloniert werden. Die erste Methode ist aufgrund der Moglichkeit, dass der RISC
die durch den langen tRNAY Bereich verinderte SARNA nicht mehr als small interfering
RNA erkennt, nicht praktikabel. Folglich wurden einige Ribozyme in den Vektor
pSuppressorRetro hinter den U6 Promoter kloniert (Dissertation von Dominik Jarczak) und
Kombinationen von U6- und tRNAval-Promoter-gesteuerten Ribozymen in die HCV
Replikonzellen transfiziert und im Western Blot auf HCV NS5B Expression liberpriift. Dabei
wurden zwei Ribozyme, ndmlich das HCV 5'UTR-gerichtete Rz323-CTE und das HCV
3’UTR-gerichtete Rz9543 miteinander in Plasmiden mit verschiedenen Promoter kombiniert.
Es sollte kein Unterschied des inhibitorischen Effektes auf HCV im Vergleich zur Kontrolle
zu sehen sein, es sei denn, die Nutzung zweier verschiedener Promoter wére dabei
entscheidend.

Die Ergebnisse zeigten dann, dass der HCV NS5B Level durch Kombination von
Rz323-CTE und Rz9543-CTE hinter dem gleichen Promoter (U6 oder tRNAY™) eine
Verminderung der HCV IRES-vermittelten Translation von etwa 40% erreicht werden konnte.
Da einzeln transfizierte Rz323-CTE und Rz9543-CTE eine demgegeniiber geringere
Reduktion der HCV Proteinexpression von 30% zeigten, ist durch die Kombination von
Ribozymen in gleichen Promoter eine moderate Verstirkung des inhibitorischen Effektes um
10% detektiert worden. Die Verbesserung der Effekte um 10% entsprach auch in etwa den
Ergebnissen, die mit einigen shRNA Kombinationen (z.B. siHCV207/siHCV3'X) erreicht
wurden.

Die Kombination von U6- und tRNAval-Promoter, uRz323-CTE-tRz9543-CTE,
bestitigte dann die Vermutung, dass zumindest ein Teil des deutlich verstdrkten
inhibitorischen Effektes auf HCV auf die Verwendung verschiedener Systeme
zuriickzufilhren ist. Der HCV NS5B Level konnte bei Kombination verschiedener
Promotersysteme um 60% reduziert werden, was eine Verbesserung des inhibitorischen
Effektes um etwa 20% bedeutete. Die Verwendung mehrerer Systeme scheint vorteilhaft zu
sein, da dieses auch die bessere Nutzung von Kapazititen der Zelle einschlieft und eventuell
die Moglichkeiten der Limitierung von Faktoren (z.B. RISC, Transkriptionsfaktoren)

minimiert werden.

- 128 -



6. Diskussion

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schliefen, dass durch Kombination verschiedener
Wirkungsmechanismen, RNA Interferenz und Ribozym-vermittelte Spaltung, und zusétzlich
der Verwendung unterschiedlicher Systeme, U6- und tRNA"* Promoter, die inhibitorischen

Effekte auf den HCV Replikationszyklus noch wesentlich gesteigert werden konnten.

6.5 Untersuchung des Zellzyklus und der Induktion von Interferon in shRNA-

transfizierten Replikonzellen

Die Transfektion von Expressionsplasmiden, Ribozymen und small interfering RNAs in
die humane Hepatozytenzellinie HuH-7 konnte unter Umstinden durch eine Vielzahl von
Griinden zu einer Verdnderung charakteristischer biologischer Eigenschaften der Zellen
fihren. Um zu bestétigen, dass der HCV RNA und NS5B Protein Level aufgrund von
spezifischen, RNA-gerichteten Strategien vermindert wurde und nicht z.B. durch verminderte
Zellproliferation oder der Ausschiittung von Interferon gehemmt wurde, mussten deshalb
diese Moglichkeiten unspezifischer Inhibitionen iiberpriift werden.

Man kann nicht ganz ausschlieen, dass die Ribozyme oder shRNAs eventuell neben
den gewollten Zielsequenzen auch andere Gene zufillig ausschalten konnte. SIRNAs kdnnten
unter Umstdnden auch im Fall von Mismatch-Basenpaaren als microRNA (miRNA) fungieren
und die Translation anderer Gene durch partielle Bindung regulieren. Dabei konnten wichtige
Faktoren inhibiert werden, durch die dann der Zellzyklus verdndert werden konnte. Ein
verdnderter Zellzyklus konnte eventuell zur Verdnderung der subgenomischen HCV
Replikation und Translation und damit zu falschen Interpretationen fiihren. Neben der
zufdlligen unbeabsichtigten Ausschaltung von Genen konnte dariiber hinaus auch die
beabsichtigte Inhibition von PSMA7, HuR und PTB durch shRNAs zu Fehlfunktionen
innerhalb der Zelle fithren, da die Funktion der einzelnen Gene noch nicht abschlieSend
geklért ist.

Zellen durchleben einen Zellzyklus, der verschiedene Phasen impliziert und
letztendlich mit der mitotischen Teilung und der Verdoppelung der Zelle endet, um dann
wieder einen neuen Zellzyklus zu durchlaufen. Der sogenannten Ruhephase sich nicht
teilender Zellen, die Go/G;-Phase (Chromosomensatz=2n), folgt die Synthesephase S (2n+)
und zuletzt die G,/M-Phase (4n). Diese Phasen kénnen durch die DNA-interkalierende
Propidiumiodid-Féarbung im FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) anhand der DNA-
Menge innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden. Im Normalfall ergibt sich ein hoher Peak

fiir die Go/G;-Phase, da es sich um eine lange Phase handelt, in der sich dementsprechend
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viele Zellen befinden. Es folgt die breite Phase mit sich in DNA-Synthese befindlichen Zellen
und zum Schluss ein kleiner Peak der G,/M-Phase, hierbei handelt es sich um eine kurze
mitotische Phase des Zellzyklus mit entsprechend wenigen Zellen. Der Zellzyklus aller
shRNAs und Ribozyme wurde nach Transfektion in HuH-7 Zellen im FACS {iberpriift und es
konnte, mit Ausnahme von siPTB352, keine Verdnderung der Proliferation beobachtet
werden. Bei siPTB352 allerdings wurde ein wesentlich erhohter zweiter Peak erkannt, der zu
einer prignanten Verschiebung der prozentualen Phasenverteilung fiihrte. Hierbei wurde
durch siPTB352 ein Gy/M-Arrest der Zellen detektiert. Die Zellen waren nicht in der Lage,
die Mitose fehlerfrei zu durchlaufen und sich wieder in zwei Zellen zu teilen. Dariiber hinaus
konnten verhéltnisméBig viele apoptotische Zellen detektiert werden, was auf eine erhebliche
Storung der biologischen Eigenschaften durch siPTB352 schlielen ldsst. Die Frage nach der
Ursache fiir diesen G2/M-Arrest ist, wurde in dieser Arbeit nicht gekldrt, jedoch kann
ausgeschlossen werden, dass die Inhibition von PTB der Ausloser ist. Wenn dies der Fall
gewesen wire, dann hitten auch die anderen gegen PTB gerichteten shRNAs ansatzweise
einen Gy/M-Arrest erzeugen miissen. Da dies nicht der Fall war, wire es moglich, dass
siPTB352 die mRNA eines anderen essentiellen zelluldren Proteins des Zellstoffwechsels
ausschaltet. Ein nochmaliges Suchen der Sequenz von siPTB352 in Gendatenbanken brachte
allerdings auch keine neue Erkenntnis, so dass die Ursache nicht gefunden werden konnte. Da
siPTB352 den Zellzyklus erheblich beeintrachtigt hat, miissen die Ergebnisse der PTB und
HCV RNA/Protein Expression durch siPTB352 angezweifelt werden.

Die Induktion von Interferon durch die Zelle wird im Normalfall von dsRNA
ausgelost und ist fiir die Zelle evolutiondr gesehen ein Zeichen einer Virusinfektion. Jedoch
wurde auch schon nach Transfektion von shRNA-exprimierenden Plasmiden in Zellen in
einzelnen Féllen die Induktion von Interferon nachgewiesen [131]. Interferon 16st den JAK-
Stat-Signaltransduktionsweg aus und fiihrt zu einer kaskadenartigen Induktion weiterer
Interferon-Gene. Da HCV Interferon-sensitiv ist, wirkt sich das sofort auf den HCV RNA
Level durch Degradation aus. So musste auf jeden Fall ausgeschlossen werden, dass
Interferon an der Reduktion des RNA und Protein Levels beteiligt ist. Der durch Interferon
aktivierte Transkriptionsfaktor Statl ist im Nukleus an der Transkription von weiteren
Interferon-Genen beteiligt und kann deshalb als Indikator fiir die Detektion einer potentiellen
Interferonantwort genutzt werden.

Interferone sind Cytokine, die von Zellen, Fibroblasten und T-Lymphozyten nach
einer Infektion mit Viren und Bakterien gebildet werden und immunmodulatorische,

antivirale und antiproliferative Wirkung haben. Im Falle der Induzierung von Interferon
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kommt es zur Bindung der Cytokine Interferon o und B an ihre Rezeptoren IFNARI und
IFNAR2, die dimerisieren und die Aktivierung der Tyrosinkinasen JAK1 (Janus-Kinasel)
und Tyk2 (Tyrosin-Kinase?) durch Tyrosin-Phosphorylierung auslésen. Die aktivierten
Kinasen JAK1 und Tyk2 phosphorylieren Statl und Stat2 (Signal Transducer and Activator
of Transcription), was zu Statl/2-Heterodimeren fiihrt, die mit p48 als ISGF3-
Transkriptionskomplex (Interferon Stimulating Gene Factor) in den Zellkern transportiert
werden und dort zur Genaktivierung an die spezifischen ISRE-Sequenzen (Interferon
Stimulated Response Element) binden und die weitere Interferon o/fB-Ausschiittung
induzieren [132].

Ebenso wird die Bildung von Interferonen durch doppelstringige RNA (2 30 bp)
ausgelost, wodurch eine generelle Degradierung aller mRNAs in der Zelle ausgelost wird.
Obwohl dieser Mechanismus durch die 19-23 bp-groBen siRNAs theoretisch nicht ausgeldst
werden sollte, wurde dieser Effekt schon bei einigen plasmid-basierten shRNAs
nachgewiesen [131]. Fiir die Aussagekraft der gezeigten Ergebnisse musste deshalb der
Interferonstatus der Zelle nach der Transfektion der HuH-7 Replikon-Zellen mit shRNAs,
Ribozymen und Antisense-Konstrukten gepriift werden. So wurden deshalb Kernextrakte von
shRNA- und Ribozym-transfizierten HuH-7 Replikonzellen im Western Blot auf Expression
des Statl-Proteins iiberpriift, um dadurch eine Beteiligung von Interferon bei der
Verminderung von HCV RNA und Protein durch RNA-gerichtete Molekiile auszuschlieen.

Die biologischen Eigenschaften der Zelle scheinen, auBler durch siPTB352, nicht
beeintrachtigt worden zu sein, da weder eine Verdnderung des Zellzyklus beobachtet werden
konnte, noch eine Interferonantwort nach Transfektion von Ribozymen, cDNA-Expressions-

plasmiden und shRNAs ausgeldst wurde.

6.6  Generierung eines HCV IRES tCD4 Expressionssystems

RNA Interferenz ist durch die inhibitorische Potenz ein vielversprechender Ansatz fiir die
Entwicklung eines neuartigen therapeutischen Mittels gegen das Hepatitis C Virus. Dabei
wiirden sich als Zielsequenz der RNA Interferenz die hoch konservierten 5” und 3" Regionen
von HCV gut eignen, da sie sich unter den verschiedenen Genotypen wenig unterscheiden.
Die Schwierigkeit in der Entwicklung liegt dabei in der Wahl einer geeigneten Zielsequenz,
da sich nicht alle small interfering RNAs als funktionell aktiv erweisen. So sollte ein

Expressionssystem entwickelt werden, mit dem plasmid-exprimierte shRNAs aus einer
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siRNA Bibliothek identifiziert werden konnen, die die HCV IRES-vermittelte Translation
effizient inhibieren konnen.

Dabei konnte das System des Magnetic Cell Sorting (MACS) durch tCD4-positive Zellen
genutzt werden. Ein auf der Zelloberfliche exprimierter verkiirzter CD4-Rezeptor (tCD4)
kann durch Bindung von CD4-Antikorpern, die mit magnetischen Microbeads markiert sind,
an magnetisierte Sdulen gebunden werden und selektiv von Zellen, die diesen tCD4-Rezeptor
nicht exprimieren, getrennt werden. Der tCD4-Rezeptor sollte dabei HCV IRES-abhéngig
exprimiert werden und terminal vom 3"UTR begrenzt werden. Zusitzlich wurde das HCV
Core Protein noch mit in den Leserahmen kloniert. Das Konstrukt HCV IRES-Core-tCD4-
3‘UTR sollte dann als stabile Zelllinie etabliert werden. Die Transfektion einer siRNA
Bibliothek in die stabile Zelllinie wiirde dann bei effizienten HCV-gerichteten siRNAs zu
einer Inhibition der HCV IRES-vermittelten tCD4 Expression fithren, so dass diese Zellen
dann keinen Rezeptor auf der Oberfliche mehr exprimieren. Diese Zellen kdnnten nach
Inkubation mit den tCD4-Antikérpern durch fehlende Bindung nicht mehr an magnetischen
Saulen gehalten werden und konnten dann nach Durchfluss und weiterer Kultivierung auf
Expression von siRNAs analysiert werden.

So wurde zuerst ein bicistronisches Reporterkonstrukt erstellt, das aus Renilla
Luciferase und drei verschiedenen tCD4 Konstrukten mit HCV IRES und Core bestand. Da
keines dieser drei Plasmide nach tCD4 Antikorper-Staining im Mikroskop eine Fluoreszenz
zeigte, wurde davon ausgegangen, dass das Core Protein die Expression vom tCD4-Rezeptor
storen konnte und es wurde noch ein viertes Konstrukt ohne Core erstellt. Auch dieses
Konstrukt, pR5'tCD4, zeigte keine Fluoreszenz. Fiir eine spitere stabile Selektion wurde dann
die Renilla Luciferase gegen das Hygromycin Resistenzgen ausgetauscht, wobei dann nach
dem Austausch im Antikdrper-Staining eine ganz schwache Fluoreszenz zu detektieren war.
So war dann klar, dass durch die falsche Zusammensetzung des Konstruktes die Fluoreszenz
verhindert wurde. Nach Klonierung einiger unterschiedlicher Konstrukte wurde das dem
Konstrukt vorgeschaltete Hygromycingen als das die HCV IRES-vermittelte Translation
storende Element ausgemacht und die Konstrukte in pcDNA3.1(+)hygro umkloniert. Nach
Feststellung der deutlichen Fluoreszenz wurden die Konstrukte stabil in HuH-7 Zellen

transfiziert und die fluoreszierende Aktivitéit erneut nachgewiesen.
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6.6.1 Untersuchung zur Funktionalitit des HCV IRES-tCD4 Expressionssystem

Nach Fertigstellung der stabilen Zelllinien mit verschiedenen tCD4-Plasmiden, sollte
deren Funktionalitdt iiberpriift werden. Die stabile Zellinie HuH-7-pc5tCD4/3'UTR (HCV
IRES-tCD4-3"UTR) wurde mit der small hairpin RNA sitCD4-665, die gegen die mRNA des
CD4-Rezeptors gerichtet ist, transfiziert und nach drei Tagen mittels magnetischer CD4-
Antikorper liber magnetisierte Sdulen aufgereinigt. Die durch die Sdule gelassenen Zellen
wurden durch eine PCR-Reaktion auf Vorhandensein des shRNA-Plasmids iiberpriift. In den
durch die Séule geflossenen Zellen konnte das sitCD4-exprimierende Plasmid nachgewiesen
werden. Da das aber noch kein Garant fiir die Wirksamkeit von sitCD4-665 war, wurden die
Zellen nach Transfektion mit sitCD4 auch im CD4 Antikorper-Staining iiberpriift und ein
Fluoreszenzverlust festgestellt. Dieses Ergebnis zeigte, dass durch RNA Interferenz die
Genexpression des Konstrukts theoretisch inhibiert und die verantwortliche shRNA detektiert
werden konnte.

Fiir die Erstellung einer siRNA-Bibliothek wurde ein Primer (5'- aaa aag cgg acc gaa
gtc cgc tct aga aaa a (agct)joc agt act ¢ (aget)joc tcg act agt ata tgt get gec gaa geg-3)
hergestellt, mit dem shRNA-Bibliotheken erstellt werden konnen. Dieser Primer generiert in
einer Polymerase Kettenreaktion zusammen mit einem Antisense Primer ein Fragment, das
iiber Restriktionsschnittstellen in den Basisvektor pSuppressorRetro kloniert und in die stabile
tCD4-exprimierende Zellinie transfiziert wurde. Nach drei Tagen wurden die Zellen {iber die
magnetisierten Sdulen aufgereinigt und die durchgelassenen Zellen in einer PCR auf
Vorhandensein von shRNA-Plasmiden {iberpriift. Jedoch konnte kein shRNA-Plasmid
nachgewiesen werden, was bedeutet, dass keine effiziente sShRNA exprimiert wurde und die
durchgelassenen Zellen wahrscheinlich durch Apoptose oder spontanen Verlust des Plasmids
die tCD4 Oberflichenexpression verloren haben.

Bei der Frage nach der Effizienz dieses Systems kann schon auf die Vorversuche mit
sitCD4-665 verwiesen werden, die gezeigt haben, dass effiziente shRNAs, die gegen das
Konstrukt gerichtet sind, durch das tCD4 Expressionssystem identifiziert werden kdnnen.
Schwierig gestaltete sich dabei die Erstellung der siRNA-Bibliothek durch PCR und
Klonierung, da aufgrund des shRNA-Primer-Designs eine Vielzahl von shRNAs entstehen,
die durch nicht komplementidre Sense und Antisense-Bereiche des Sense-Stranges innerhalb
der shRNA nicht funtionell aktiv sind. So wird in Zukunft die Erstellung von siRNA-
Bibliotheken ohne Haarnadel-Loop angestrebt, wobei ein duales Vektorsystem genutzt

werden soll. Dabei werden siRNAs durch einen strangaufwirts exprimierenden H1-Promoter
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und einen strangabwérts exprimierenden U6 Promoter exprimiert, um dann in dem CD4

Expressionssystem effiziente siRNAs gegen HCV oder HCV Kofaktoren zu identifizieren.
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8.1

Oligonukleotide

8.1.1 SiRNA-Oligonukleotide

siRNA-Oligo | Sequenz Beschreibung |

EGFPsil22+ | 5'-teg agg ctg acc ctg aag ttc atc gag tac | Position 122 der EGFP-
tgg atg aac ttc agg gtc agc ttt tt-3° mRNA, 56-mer, G/C-Gehalt

48,7 %

EGFPsil22- | 5'-cta gaa aaa gct gac cct gaa gtt cat Antisense-Oligonukleotid
cca gta ctc gat gaa ctt cag ggt cag cc-3’

tCD4si665+ | 5'-tcg agt aga cat cgt ggt gct age gag tac | Position 665 der tCD4-
tgg cta gca cca cga tgt cta ttt tt-37 mRNA, 56-mer, G/C-Gehalt

48,2 %

tCD45i665- 5’-cta gaa aaa tag aca tcg tgg tgc tag Antisense-Oligonukleotid
cca gta ctc get age acc acg atg tct ac-3”

HCVsi74+ 5’-tcg aga gcg tct age cat gge gtt agg agt | Position 74 der HCV-RNA,
act get aac gec atg get aga cge ttt ttt-3° | 60-mer, G/C-Gehalt %

HCVsi74- 5’-cta gaa aaa agc gtc tag cca tgg cgt Antisense-Oligonukleotid
tag cag tac tcc taa cgc cat ggc tag acg
cte-3’

HCVsil56+ | 5'-teg age cgg tga gta cac cgg aat tgg agt | Position 156 der HCV-RNA,
act gca att ccg gtg tac tca ceg gtt ttt-3” | 60-mer, G/C-Gehalt %

HCVsil56- 5’-cta gaa aaa ccg gtg agt aca ccg gaa Antisense-Oligonukleotid
ttg cag tac tcc aat tce ggt gta cte acc
ggc-3’

HCVsi207+ 5’-teg agc ccg ctc aat gee tgg aga gag tac | Position 207 der HCV-RNA,
tgt ctc cag gcea ttg age ggg ttt tt-3° 56-mer, G/C-Gehalt %

HCVsi207- 5’-cta gaa aaa ccc gct caa tgce ctg gag Antisense-Oligonukleotid
aca gta ctc tct cca ggce att gag cgg gc-3°

HCVsi3X+ 5°-teg agg gtc cgt gag ccg ctt gac_gag tac | Position 7798 der HCV-RNA,
tgg tca age gge tea cgg acc ttt tt-3° 56-mer, G/C-Gehalt 58,9 %

HCVsi3X- 5’-cta gaa aaa ggt ccg tga gec get tga Antisense-Oligonukleotid

cca gta ctc gtc aag cgg ctc acg gac cc-3°

HCVsi3X(-)F

5’- teg agg cag aga ggc cag tat cag gag
tac tgc tga tac tgg cct cte tge ttt tt-3°

Position 7823 der HCV-RNA,
56-mer, G/C-Gehalt 51,8 %

HCVsi3X(- 5’-cta gaa aaa gca gag agg cca gta tca Antisense-Oligonukleotid
)R gca gta cte ctg ata ctg gec tet ctg cc-3°
HuR127+ 5°-tcg agt ggt tat gaa gac cac atg gcg agt | Position 127 der HuR-mRNA,
act ggc cat gtg gtc ttc ata acc att ttt-3° 60-mer, G/C-Gehalt 45 %
HuR127- 5’-cta gaa aaa tgg tta tga aga cca cat Antisense-Oligonukleotid
ggc cag tac tcg cca tgt ggt ctt cat aac
cac-3’
HuR334+ 5’-tcg agg gat gca gag aga gcg atc aag Position 334 der HuR-mRNA,

agt act gtt gat cgc tct cte tge ate ctt ttt-
3’

60-mer, G/C-Gehalt 48,3 %
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HuR334- 5’-cta gaa aaa gga tgc aga gag agc gat Antisense-Oligonukleotid
caa cag tac tct tga tcg ctc tct ctg cat
cce-37
HuR947+ 5°-tcg agt gtg aaa gtg atc cgc gac gag tac | Position 947 der HuR-mRNA,
tgg tcg cgg atc act ttc aca ttt tt-3° 56-mer, G/C-Gehalt 48,2 %
HuR947- 5’-cta gaa aaa tgt gaa agt gat ccg cga Antisense-Oligonukleotid
cca gta ctc gtc geg gat cac ttt cac ac-3°
HuR1137+ 5’-tcg agg agt gaa gga gtt gaa act gag tac | Position 1137 der HuR-
tga gtt tca act cct tca ctc ttt tt-3° mRNA, 56-mer, G/C-Gehalt
41,1 %
HuR1137- 5’-cta gaa aaa ga tga agg agt tga aac Antisense-Oligonukleotid
tca gta ctc agt ttc aac tcc ttc act cc-3°
PSMA7-79+ | 5'-tcg agg tgg agt acg cgc agg agg ccg Position 79 der PSMA7-
agt act ggg cct cct geg cgt act cca ctt ttt- | mRNA, 60-mer, G/C-Gehalt
3 61,7 %
PSMAT7-79- | 5'-cta gaa aaa gtg gag tac gcg cag gag Antisense-Oligonukleotid
gce cag tac teg gece tee tge geg tac tee
acc-3’
PSMA7-522+ | 5'-teg agg tca gtg cge gag ttc ctg gag agt | Position 522 der PSMAT7-
act gtc cag gaa ctc geg cac tga ctt ttt-3° | mRNA, 60-mer, G/C-Gehalt
55 %
PSMA7-522- | 5'-cta gaa aaa gtc agt gcg cga gtt cct Antisense-Oligonukleotid
gga cag tac tct cca gga act cgc gca ctg
acc-3’
PSMA7-639+ | 5'-tcg agc att gaa ctt gct gtc atg agg agt Position 639 der PSMA7-
act get cat gac agce aag ttc aat gtt ttt-3° | mRNA, 60-mer, G/C-Gehalt
41,7 %
PSMA7-639- | 5°-cta gaa aaa cat tga act tgc tgt cat gag | Antisense-Oligonukleotid
cag tac tcc tca tga cag caa gtt caa tgc-
3'n
PSMA7-779+ | 5'-tcg aga atg tct ttg ctt gta att gag tac Position 779 der PSMAT7-
tga att aca agc aaa gac att ttt tt-3” mRNA, 56-mer, G/C-Gehalt
30,4 %
PSMAT7-779- | 5'-cta gaa aaa aat gtc ttt gct tgt aat tca | Antisense-Oligonukleotid
gta ctc aat tac aag caa aga cat tc-3’
PTB148+ 5°-tecg agc gga aat gac agc aag aag gag Position 148 der PTB-mRNA,
tac tgce tte ttg ctg tca ttt ceg ttt tt-3” 56-mer, G/C-Gehalt 44,6 %
PTB148- 5°-cta gaa aaa cgg aaa tga cag caa gaa | Antisense-Oligonukleotid
gca gta cte ctt ctt get gte att tcc ge-3°
PTB352+ 5°-teg agc acc atg gtg aac tac tac acg agt | Position 352 der PTB-mRNA,
act ggt gta gta gtt cac cat ggt gtt ttt-3” 60-mer, G/C-Gehalt 45 %
PTB352- 5’-cta gaa aaa ca cat ggt gaa cta cta cac | Antisense-Oligonukleotid

cag tac tcg tgt agt agt tca cca tgg tge-3”
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siRNA-Oligo \ \ Sequenz Beschreibung \
PTB646+ 5’-tcg agg ttc ggc aca gtg ttg aag atg agt | Position 646 der PTB-mRNA,
act gat ctt caa cac tgt gcc gaa ctt ttt-3” | 60-mer, G/C-Gehalt 45 %
PTB646- 5’-cta gaa aaa gtt cgg cac agt gtt gaa Antisense-Oligonukleotid
gat cag tac tca tct tca aca ctg tge cga
acc-3’
PTB1256+ 5°-teg agg cac cag aac gtg cag ctg ccg agt | Position 1256 der PTB-
act ggg cag ctg cac gtt ctg gtg ctt ttt-3° | mRNA, 60-mer, G/C-Gehalt
58,3 %
PTB1256- 5’-cta gaa aaa gca cca gaa cgt gca get Antisense-Oligonukleotid

gcc cag tac tcg gea get gea cgt tet ggt
gee-37

Die genspezifische Zielsequenz der small hairpin RNA ist fett gedruckt, der hairpin loop ist

unterstrichen.

Alle siRNA-Oligonukleotide sind fiir die Einfligung in pSuppressorRetro durch Xhol- (5'-

tcgag) und Xbal- (5'-ctag)Uberhinge flankiert.

8.1.2 Sense-/Antisense-Oligonukleotide

Primer
hnRNPC-5-HindIII

Sequenz
5’-cat caa agc tta tgg cca
gca acg tta cc-3’

Beschreibung
Forward-Primer fiir hnRNP C-Gen
in Sense-Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

hnRNPC-3-Xho

57-gtg ctc tcg agt cat cct
cca ttg geg ctg-3°

Reverse-Primer in Sense-
Orientierung mit XholI-Schnittstelle

hnRNPC-5-Xho

5’-Cat cac tcg aga tgg cca
gca acg tta cc-37

Forward-Primer fiir hnRNP C-Gen
in Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle

hnRNPC-3-Hind

5’-gtg cta agc ttt cat cct
cca ttg geg ctg-3°

Reverse-Primer in Antisense-
Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

IRF1-5-Hind 5°-gca gaa agc tta tgc cca | Forward-Primer fiir IRF1-Gen in
tca ctc gga tg-3” Sense-Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle
IRF1-3-Xho 5"-cag ggc tcg age tac ggt | Reverse-Primer in Sense-

gca cag gga atg-3’

Orientierung mit XholI-Schnittstelle
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siRNA-Oligo | Sequenz Beschreibung

gca cag gga atg g-3°

IRF1-5-Xho 5’-gca gac teg aga tge cca | Forward-Primer fiir IRF1-Gen in
tca ctc gga tg-37 Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle
IRF1-3-Hind 5°-cag gga agc ttc tac ggt | Reverse-Primer in Antisense-

Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

PSMA1-5'Nhel

57-gcg ccg cta gea tgt tte
gaa atc agt atg-3’

Forward-Primer fiir PSMA1-Gen in
Sense-Orientierung mit Nhel-
Schnittstelle

PSMAT1-3"Xhol

5’-tgg ctc tcg agt taa tgt
tce att ggt tea t-3°

Reverse-Primer in Sense-
Orientierung mit Xhol-Schnittstelle

PSMA1-5"Xhol

5’-geg ccc teg aga tgt tte
gaa atc agt atg-3’

Forward-Primer fiir PSMA1-Gen in
Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle

PSMA1-3'Nhel

5°-tgg gct get age tta atg
ttc cat tgg ttc at-3”

Reverse-Primer in Antisense-
Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

Hypo-5'BamHI

5’-cgg ccg gat cca tge cac
aga atg aat at-3’

Forward-Primer fiir hypothetical
protein-Gen in Sense-Orientierung
mit BamHI-Schnittstelle

Hypo-3'Xbal

5°-tga aat cta gat caa acc
agt aag act gca-3’

Reverse-Primer in Sense-
Orientierung mit Xbal-Schnittstelle

Hypo-5"Xbal

5’cgg cct cta gaa tgce cac
aga atg aat at-3’

Forward-Primer fiir hypothetical
protein-Gen in Antisense-
Orientierung mit Xbal-Schnittstelle

Hypo-3'BamHI

5°-tga aag gat cct caa acc
agt aag act gca-3

Reverse-Primer in Antisense-
Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

ggg act tg-3”

HuR 5 HindIII 5°-gaa aaa gct tat gtc taa | Forward-Primer fiir HuR-Gen in
tgg tta tg-3° Sense-Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle
HuR 3"Xhol 5’- cat gct cga gtt att tgt Reverse-Primer in Sense-
ggg act tg-37 Orientierung mit Xhol-Schnittstelle
HuR 5°Xhol 5°-gaa act cga gat gtc taa | Forward-Primer fiir HuR-Gen in
tgg tta tg-3° Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle
HuR 3 "HindIII 5’-cat gaa gct ttt att tgt Reverse-Primer in Antisense-

Orientierung mit HindIII-Schnittstelle
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siRNA-Oligo
IRF3 5"HindIII

Sequenz

5’-agg caa gct tat ggg aac
ccc aaa gee acg-3°

Beschreibung
Forward-Primer fiir IRF3-Gen in
Sense-Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

IRF3 3’Xhol 5’-agg act cga gtt att ggt | Reverse-Primer in Sense-
tga ggt ggt gg-3° Orientierung mit XholI-Schnittstelle
IRF3 5'Xhol 5°-agg cct cga gat ggg aac | Forward-Primer fiir IRF3-Gen in
ccc aaa gec acg-37 Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle
IRF3 3 HindIII 57-agg aaa gct ttt att ggt Reverse-Primer in Antisense-

tga ggt ggt gg-3°

Orientierung mit HindIII-
Schnittstelle

EIF3 5'Nhel

5’ggc age get age ccc atg
cag gac geg ga-3’

Forward-Primer fiir eIF3-Gen in
Sense-Orientierung mit Nhel-
Schnittstelle

EIF3 3’Xhol

5’-gaa gcg ctc gag tta aat
cce cca ctg-3”

Reverse-Primer in Sense-
Orientierung mit XholI-Schnittstelle

EIF3 5’HindIII

57-gce gac ggce tac aag ctt
gac aa-3’

Forward-Primer mit HindIII-
Schnittstelle

EIF3 3 'HindIII

5°-ttg tca agc ttg tag ccg
teg geg-3°

Reverse-Primer mit HindIII-
Schnittstelle

EIF3 5'Xhol

5’-ggc agc cte gag ccc atg
cag gac gcg ga-3’

Forward-Primer fiir IRF1-Gen in
Antisense-Orientierung mit Xhol-
Schnittstelle

EIF3 3’Nhel

5’-gaa gcg get agc tta aat
ccc cca ctg-3’

Reverse-Primer in Antisense-
Orientierung mit HindIII-Schnittstelle

Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind unterstrichen dargestellt. Der ATG-Codon

(Translations-Start), sowie der TGA- und TAA-Codon (Translations-Ende) sind jeweils fett

gedruckt.
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8.1.3 Ribozym-Oligonukleotide

Primer Sequenz Beschreibung |
BR1F S’-gaa aca gtc gac agg ttg gga gaa gc-3° | Forward-Primer 5’ fiir das
gegen HBYV gerichtete Ribozym
tRzHBV
CR2AF 5’-gaa aca gtc gac gtc tac gaa gaa tc-3° | Forward-Primer 5° fiir das
gegen HCV 5'UTR gerichtete
Ribozym tRz323
9490F 5°-gaa aca gtc gac cta gcc gta gaa ag-3" | Forward-Primer 5 fiir das
gegen HCV 3'UTR gerichtete
Ribozym tRz9523
9510F 5’-gaa aca gtc gac ggc tca cga gaa tt-3” | Forward-Primer 5” fiir das
gegen HCV 3'UTR gerichtete
Ribozym tRz9543
5'MIulCTE | 5'-tta tac gcg tca aaa gac aca tcc ctc g- | Reverse-Primer 3” des
3 Constitutive Transport
Element (CTE)
RzuniR 5°-gag gtg tct aga acc agg taa tat ac-3" | Reverse-Primer 3" aller
Ribozyme ohne CTE
8.1.4 Diverse Oligonukleotide
Primer Sequenz Beschreibung |
pSupSeq 5’-aat acg tga cgt aga aag ta-3’ Sequenzierprimer fiir
pSuppressorRetro
siLibR 5°- aaa aag cgg acc gaa gtc cgc tct | PCR-Primer fiir die
aga aaa a (agct)oc agt act ¢ Produktion von siRNA-
(agct)9c tcg act agt ata tgt get gec | Libraries
gaa gcg-3°
siLibR2 5°-aaa aag cgg acc gaa gtc cgc tct | Reverse-Primer fiir die
aga aaa a-3’ Vervielfiltigung einer
siLibrary
NeoEcoRI F 5’-atc gga att cat gat tga aca aga | PCR-Primer fiir die
tgg att gc-3° Vervielfaltigung einer
siLibrary fiir pSR
5’siLib 5’-cgc ttc ggc age aca tat act agt PCR-Primer fiir die
cga g(agct)o g agt act g-3” Produktion von siRNA-
Libraries
3’siLib 5°-aaa aag cgg acc gaa gtc cgc tct | PCR-Primer fiir die
aga aaa a(agct)o ¢ agt act c-3’ Produktion von siRNA-
Libraries
HygroF 5°-gga tct gat atc cac gtg atg aaa Forward-Primer fiir die
aag c-3’ Klonierung des Hygromycin-
Gensmit EcoRV-Schnittstelle
HygroR 5°-tcg aaa tct aga agc acg tgc tat Reverse-Primer fiir die

tce-3°

Klonierung des Hygromycin-
Gens mit Xbal-Schnittstelle
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siRNA-Oligo Sequenz Beschreibung |
5-P1 5°-gct gac tag tge cag ccc ceg att | S'Primer mit Spel Schnittstelle
ggg ggc ga-3’ fiir die Klonierung der HCV
Internal Ribosomal Entry Site
3°-P2 5’-cgg ttg aat tca cgt ttg gtt ttt ctt | 3'Primer mit EcoRI
tga-3’ Schnittstelle fiir die Klonierung
der HCV IRES
3’-P3 5’-cac gtg aat tca tcg atg acc tta 3’Primer mit EcoR1I
ccc aaa t-37 Schnittstelle fiir die Klonierung
der HCV IRES
3°-P4 5’-cat ggt aca ctc cga att cgt tgc 3’Primer mit EcoRI
gca c-3’ Schnittstelle fiir die Klonierung
der HCV IRES
P2tCD4A 5’-ttc gtg aat tcg gtg cac ggt cta tCD4-Primer mit EcoR1-
cga gac ¢c-3’ Schnittstelle
P2tCD4B 5’-gga ttg aat tcc atg gtg cac ggt tCD4-Primer mit EcoR1-
cta cga gac c-3’ Schnittstelle und zusétzlichem
ATG codon
3'tCD4 5’-atc tgg ccg gee gtt taa aca age | Reverse-Primer mit EcoRI-
ttg ggc tge agg teg c-37 Schnittstelle
Oligo(dT) 57ttt ttt ttt ttt et tet tt(age)-3° Primer fiir die RT-PCR
U6 snRNA 5§’ 5’-gtc cte get teg gea gea ¢-37 Forward-Primer fiir die U6
small nuclear RNA im Nukleus
U6 snRNA 37 5’-aaa aat atg gaa cgc ttc acg-3’ Reverse-Primer fiir die U6

small nuclear RNA im Nukleus

8.2  Ribozym-Sequenzen

5 Helix1 Helix2 Hairpin Ribozym
AGGTTGGG AGA4 GCGA ACCAGAGAAACACACGTTGTGGTATATTACCTGGTA RzHBV
GTCTACGA AGAA TCCC ACCAGAGAAACACACGTTGTGGTATATTACCTGGTA Rz 323
CTAGCCGT AGAA AGGG ACCAGAGAAACACACGTTGTGGTATATTACCTGGTA Rz 9523
GGCTCACG AGAA TTTC ACCAGAGAAACACACGTTGTGGTATATTACCTGGTA Rz 9543

HCYV spezifische Sequenzen sind fett gedruckt

8.3 Constitutive Transport Element (CTE) (Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) 256bp)

1 tgctacgcgt
61 catttctcac
121 taatagtgac
181 tcttttgttt
241 tcttggacgce

cacctccect gtgagctaga ctggacagcc aatgacgggt aagagagtga
taacctaaga caggagggcc gtcaaagcta ctgcctaatc caatgacggg
aagaaatgta tcactccaac ctaagacagg cgcagcctcc gagggatgtg
tttataatta aaaagggtga catgtccgga gccgtgctge ccggatgatg

gtaggc
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84  Gene
Bezeichnung = GenBank —Nr. ‘ mRNA Protein Gen
Hn RNP C GI 58476966 | 1270bp |37 kDa | Heterogenous Nuclear
Ribonukleoprotein C
PTB GI 35767 3131 bp | 57 kDa Polypyrimidin Tract Binding
Protein
PSMA7 NM_002792 893 bp 28 kDa Proteasome Alpha-Subunit 7
HuR BC 003376 2357bp | 38 kDa Human antigen R
elF3/p116 GI 12654668 | 2862bp | 116 kDa | Eucaryotic Initiation Factor 3
PSMA1 NM 148976 1480 bp |30kDa | Proteasome Alpha Subunit 1
IRF1 NM 002198 2035bp |48kDa | Interferon Regulatory Factor 1
IRF3 NM 001571 1648 bp | 50 kDa | Interferon Regulatory Factor 3
GAPDH NM 002046 1283 bp | 37kDa | Glyceraldehyd 3-Phosphotase-
Dehydrogenase
Actin NM 001101 1793 bp | 42kDa B-Actin
tCD4 M 35160 1371 bp | 38 kDa Truncated Human T4 Surface
Glycoprotein CD4
EGFP U 57608 4737 bp | 127 kDa | Enhanced Green Fluorescent
Protein
U6 snRNA GI 37562 107 bp - U6 small nuclear Ribonucleicacid
8.5  Verwendete Antikorper
Bezeichnung Klon Firma GrofBle ‘ Gen
Actin AC-40 Sigma-Aldrich 42 kDa | B-Actin
HCV NS5B | Moradpour | Universidt 68 kDa | HCV Nichtstrukturprotein 5B
Freiburg
HuR Sc-5261 Santa Cruz 38 kDa | Human antigen R
Biotechnology
PSMA7 MCP34 Affiniti Research | 28 kDa | Proteasome Alpha-Subunit 7
Products
PTB Bb7 University of 57 kDa | Polypyrimidin Tract Binding
California, USA Protein
STATI Sc-464 Santa Cruz 84/91 Signal Transducer and
p84/p91 Biotechnology kDa Activator of Transcription 1
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8.6

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

Hepatitis C virus...[GI 22129792] - Isolat H77 - Genotyp 1a

gccagcccce
tcttcacgca
cccecectecee
gacgaccggg
gcaagactgc
gtgcttgcga
ctcaaagaaa
gcggtcagat
gcgcgacgag
aggcacgtcg
gcaatgaggg
ggggccccac
cgtgcggcett
ctgccagggce
ggaaccttcc
tgcccgettce
gccctaacte
tcecettgegt
ccaccaggga
ggagcgccac
ttggtcaact
ctatctatcc
cccctacgge
tgatcgctgg
actgggcgaa
tcaccggggg
ccaagcagaa
tgaactgcaa
tcaactcttc
agggctgggg
ggcactaccc
attgcttcac
acagctgggg
gcaattggtt
cccettgtgt
gcaagcatcc
gcatggtcga
tcaaagtcag
cgcggggcga
tgtccaccac
ccggcctcat
caagcatcgc
cagacgcgcg
ctttggagaa
ccttecectegt
tctacgectt
catacgcact
tggcgctgac
agtattttct
99999999cg
acatcaccaa
ttaaagtccc
agatagccgg
cctatgtgta
tggccgtgge
gggcagatac
gccaggagat
cgcccatcac
tgactggccg
aaaccttcct
cgaggaccat
accttgtggg
cctcggacct
atagcagggg
gtcecgetgtt
gtggagtggc
cccecggtgtt
acctgcatgce
agggctacaa
acatgtccaa
ctggcagccc
gaggtgctta
tgggcatcgg

tgatgggggce
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttettg
tagccgagta
gtgccececggg
aaccaaacgt
cgttggtgga
gaagacttcc
gcccgagggce
ttgcgggtgg
agacccccgg
cgccgacctce
cctggcgceat
tggttgctct
agcctaccaa
gagtattgtg
tcgegagggt
cggcaaactc
cctctgeteg
gtttaccttce
cggccatata
agcgttggtg
tgctcactgg
ggtcctggta
aagtgccggce
catccaactg
tgaaagcctt
aggctgtcct
tcctatcagt
tccaagacct
tcccagceccce
tgcaaatgat
cggttgtacc
catcggaggg
ggaagccaca
ctacccgtat
gatgtacgtg
acgctgtgat
acagtggcag
ccacctccac
gtcctgggcece
cgtctgctce
cctcgtaata
gttcttectge
ctacgggatg
ggacacggag
tctgtcgcca
gaccagagta
cgatgccgtce
actactcctg
ctacttcgtg
aggtcattac
taaccatctc
tgtggaacca
cgccgcgtgce
actgcttggg
ggcgtacgcce
ggacaaaaac
ggcaacgtgc
cgcatcaccc
ctggceceget
ttacctggtc
tagcctgett
gtgccecegeg
taaggcggtg
cacggacaac
tcccacecgge
ggtgttggtg
ggcccatggg
catcacgtac
tgacataata
cactgtcctt

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gataaacccg
gtgttgggtc
aggtctcgta
aacaccaacc
gtttacttgt
gagcggtcgce
aggacctggg
gcgggatgge
cgtaggtcgce
atggggtaca
ggcgtccggg
ttctctatct
gtgcgcaatt
tacgaggcgg
aacgcctcga
cccacaacgc
gccctctacg
tctececcagge
acgggtcatc
gtagctcage
ggagtcctgg
gtgctgctge
cgcaccacgg
atcaacacca
aacaccggct
gagaggttgg
tatgccaacg
tgtggcattg
gtggtggtgg
acggatgtct
tggatgaact
gtgggcaaca
tactctcggt
aggctttggc
ggaggggtcg
ctggaagaca
gtccttccgt
cagaacattg
attaagtggg
tgcttgtgga
ctcaatgcag
tttgcgtggt
tggcctctee
gtggccgegt
tattacaagc
gaagcgcaac
atcttactca
gccatcttcg
cgcgttcaag
gtgcaaatgg
acccctctte
gtcgtcttct
ggtgacatca
ccagccgacg
cagcagacga
caagtggagg
atcaatgggg
aagggtcctg
cctcaaggtt
acgaggcacg
tcgcececegge
ggacacgccg
gactttatcc
tcctctecac
agcggtaaga
ctcaacccct
gttgatccta
tccacctacg
atttgtgacg
gaccaagcag

catgaatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
gtcgcccaca
tgccgcgcag
aacctcgagg
ctcagcccgg
tcctgtetcee
gcaatttggg
taccgctcgt
ttctggaaga
tccttetgge
cctcggggcet
ccgatgccat
ggtgttgggt
agcttcgacg
tgggggacct
gccactggac
gcatggcatg
tgctccggat
cgggcatage
tatttgccgg
ctgggcttgt
acggcagttg
ggttagcagg
ccagctgccg
gaagcggcct
tgcccgceaaa
gaacgaccga
tcgtccttaa
caactggatt
acaccttgct
gcggctcecegg
actatccttg
agcacaggct
gggacaggtc
gttctttcac
tggacgtgca
agtacgtcgt
tgatgttact
catccctgge
atctgaaggg
tcctgcteect
cgtgtggcgg
gctacatcag
tgcacgtgtg
tgtgtgttgt
gacccctttg
gccttctceeg
ccatcatcaa
gagactgggc
cccgaatgga
tcaacggctt
gaatggtctc
gaggcctcct
gtgaggtcca
tatgctggac
tcatccagat
cccgctcecatt
ccgatgtcat
ccatttccta
tgggcctatt
ctgtggagaa
cagcagtgcc
gcaccaaggt
ctgttgctge
atatcaggac
gcaagttcct
agtgccactc
agactgcggg

tccectgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
ggacgtcaag
gggccctaga
tagacgtcag
gtacccttgg
ccgtggcetct
taaggtcatc
cggcgcccect
cggcgtgaac
cctgctetct
ttaccatgtc
cctgcacact
ggcggtgacc
tcatatcgat
gtgcgggtct
gacgcaagac
ggatatgatg
cccacaagcc
gtatttctce
cgtcgacgcg
tggtctcctt
gcacatcaat
gctcttctat
acgccttacc
cgacgaacgc
gagcgtgtgt
caggtcgggce
caacaccagg
caccaaagtg
ctgccccact
tccctggatt
taccatcaat
ggaagcggcec
cgagctcagce
gaccctgcca
gtacttgtac
tctcctgtte
catatcccaa

cgggacgcac
taggtgggtg
gctggcgttg
cgttgttctt
ctggtgcatg
ggttccccce
acacccgact
gattcttcaa
gatctgcgeg
gttaggggcg
gcacaacggc
gaccaagctc
gcccgtcectcet
caaggggtgg
agggtgtata
gatcgtgtca
tgtctaccac
gtataccaat
gacaccctge
tcecegtgege
cttgaaaggc
cagggccgceg
cctagagaca
ccagagcttc
cccggetgeg
aacgctgggc
cggggtgaga
tgccgacgge
cacggatgcc
ggcgagactg

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgcccce
gcctgatagg
aatcctaaac
ttcccgggtyg
ttgggtgtgc
cctatcccca
cccctctatg
cggcctagcet
gataccctta
cttggaggcg
tatgcaacag
tgcctgactg
accaatgatt
ccggggtgtg
cccacggtgg
ctgcttgtcg
gtctttettg
tgcaattgtt
atgaactggt
atcatggaca
atggtgggga
gaaacccacg
acaccaggcg
agcacggcct
cagcacaaat
gattttgccc
ccctactgcet
ggccecggtat
gcgcctacct
ccaccgctgg
tgcggagcge
gattgtttcc
acacccaggt
tacaccatat
tgcaactgga
ccattgctge
gccttgtcca
ggggtagggt
ctcctgcttg
gcggaggcgg
ggtcttgtgt
cccggagcgg
cctcagecggg
gtcgggttaa
tggtggcttc
ctcaacgtcc
ctggtatttg
gccagtttgce
ctagcgcgga
cttactggca
ctgcgagatc
atcacgtggg
gcccgtaggg
aggttgctgg
atcaccagcc
actgctaccc
ggggccggaa
gtggaccaag
acctgecggct
cggcgaggtg
tccteggggg
gtgtgcaccc
accatgagat
caggtggccc
tacgcagcce
tttggtgctt
acaattacca
gggtgctcag
acatccatct
gttgtgctcg

HCV IRES

Core

NS2

NS3
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4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941

ccactgctac
tgtccaccac
ggggaagaca
tggtcgcatt
cgaccagcgg
acttcgactc
accctacctt
gccggggcag
gccccteecgg
ggtatgagct
ggcttceccgt
atatagatgc
tagcgtacca
tgtggaagtg
gactgggcgce
catgcatgtc
tggctgctct
tcttgtccgg
agatggaaga
agttcaagca
cccctgetgt
atttcatcag
ttgcttcatt
tcctcttcaa
ccgectttgt
tcctegtgga
agatcatgag
tctegectgg
gcccgggcga
accatgtttc
tactcagcag
agtgtaccac
tgctgagcga
cctttgtgtc
ctcgctgcecca
tcggtcctag
cgggcccctg
cagaggaata
ctgacaatct
gggtgcgect
tcagagtagg
acgtagccgt
ggagaaggtt
ccgctccatc
tagaggctaa
agaacaaagt
aggtctccgt
tttgggcgeg
aaccacctgt
ctcggaaaaa
ttgccaccaa
catcctctga
ccatgcccce
cggtcagtag
caggcgcact
gcaactcgtt
aaaggcagaa
tgctcaagga
aagcttgcag
acgtccgttg
tggaagacag
ttcagcctga
tgcgegtgtg
tgggaagctc
cgtggaagtc
cagtcactga
cccaagcccg
ccaattcaag
ctagctgtgg
ggctccagga
cgggggtcca
ccgecececcecee
cctccaacgt
accctacaac
cctggctagg
cccatttctt
tctacggagc

cccteeggge
cggagagatc
tctcatctte
gggcatcaat
cgatgttgtce
tgtgatagac
taccattgag
gactggcagg
catgttcgac
cacgcccgcece
gtgccaggac
ccactttcta
agccaccgtg
tttgatccge
tgttcagaat
ggccgacctg
ggccgcgtat
gaagccggca
gtgctctcag
gaaggccctc
ccagaccaac
tgggatacaa
gatggctttt
catattgggg
gggcgectgge
cattcttgca
cggtgaggtc
agcccttgta
gggggcagtg
ccccacgcac
cctcactgta
tccatgetcce
ctttaagacc
ctgccagcgc
ctgtggagct
gacctgcagg
tactcccctt
cgtggagata
taaatgcccg
acataggttt
actccacgag
gttgacgtcc
ggcgagaggg
tctcaaggca
cctectgtgg
ggtgattctg
acccgcagaa
gccggactac
ggtccatggc
gcgtacggtg
aagttttggc
gcccgeccect
cctggagggg
tggggccgac
cgtcaccceg
gctacgccat
gaaagtcaca
ggtcaaagca
cctgacgcecce
ccatgccaga
tgtaacacca
gaaggggggt
cgagaagatg
ctacggattc
caagaagacc
gagcgacatc
cgtggccatce
gggggaaaac
taacaccctc
ctgcaccatg
ggaggacgcg
cggggacccce
gtcagtcgcce
ccccctegeg
caacataatc
tagcgteccte
ctgctactcc

tcegtcactg
cctttttacg
tgccactcaa
gccgtggect
gtcgtgtcga
tgcaacacgt
acaaccacgc
gggaagccag
tcgtecgtee
gagactacag
catcttgaat
tcccagacaa
tgcgctaggg
cttaaaccca
gaagtcaccc
gaggtcgtca
tgcctgtcaa
attatacctg
cacttaccgt
ggcctecectge
tggcagaaac
tacttggcgg
acagctgccg
gggtgggtgg
ttagctggceg
gggtatggceg
cccteccacgg
gtcggtgtgg
caatggatga
tacgtgccgg
acccagctcce
ggttcctgge
tggctgaaag
gggtataggg
gagatcactg
aacatgtgga
cctgcgcecga
aggcgggtgg
tgccagatcc
gcgcccectt
tacccggtgg
atgctcactg
tcaccccecctt
acttgcaccg
aggcaggaga
gactccttcg
attctgcgga
aaccccecgce
tgcccgcetac
gtcctcaccg
agctcctcaa
tctggctgcece
gagcctgggg
acggaagatg
tgcgectgegg
cacaatctgg
tttgacagac
gcggcgtcaa
ccacattcag
aaggccgtag
atagacacta
cgtaagccag
gccctgtacg
caatactcac
ccgatggggt
cgtacggagg
aagtccctca
tgcggctacc
acttgctaca
ctcgtgtgtg
gcgagcctga
ccacaaccag
cacgacggcg
agagccgcgt
atgtttgcce
atagccaggg
atagaaccac

tgtcccatce
gcaaggctat
agaagaagtg
actaccgcgg
ccgatgctct
gtgtcactca
tccecccagga
gcatctacag
tctgtgagtg
ttaggctacg
tttgggaggg
agcagagtgg
ctcaagccce
ccctececatgg
tgacgcaccc
cgagcacctg
caggctgcgt
acagggaggt
acatcgagca
agaccgcgtc
tcgaggtctt
gcctgtcaac
tcaccagccc
ctgcccagcet
ccgccatcgg
cgggcgtgge
aggacctggt
tctgcgecage
accggctaat
agagcgatgce
tgaggcgact
taagggacat
ccaagctcat
gggtctggceg
gacatgtcaa
gtgggacgtt
actataagtt
gggacttcca
catcgcccga
gcaagccctt
ggtcgcaatt
atccctccca
ctatggccag
ccaaccatga
tgggcggcaa
atccgcttgt
agtctcggag
tagtagagac
cacctccacg
aatcaaccct
cttccggcecat
cccccgacte
atccggatct
tcgtgtgctg
aagaacaaaa
tgtattccac
tgcaagttct
aagtgaaggc
ccaaatccaa
cccacatcaa
ccatcatggce
ctcgtctcat
acgtggttag
caggacagcg
tctcgtatga
aggcaattta
ctgagaggct
gcaggtgccg
tcaaggcccg
gcgacgactt
gagccttcac
aatacgactt
ctggaaagag
gggagacagc
ccacactgtg
atcagcttga
tggatctacc

taacatcgag
cccecctegag
cgacgagctc
tcttgacgtg
catgactggc
gacagtcgat
tgctgtctce
atttgtggca
ctatgacgcg
agcgtacatg
cgtctttacg
ggagaacttt
tcceccateg
gccaacaccce
aatcaccaaa
ggtgctecgtt
ggtcatagtg
tctctaccag
agggatgatg
ccgccaagca
ctgggcgaag
gctgectggt
actaaccact
cgccgecccee
cagcgttgga
gggagctctt
caatctgctg
aatactgcgce
agccttcgee
agccgecccge
gcatcagtgg
ctgggactgg
gccacaactg
aggagacggce
aaacgggacg
ccccattaac
cgcgctgtgg
ctacgtatcg
atttttcaca
gctgcgggag
accttgcgag
tataacagca
ctcctcggcec
ctcccctgac
catcaccagg
ggcagaggag
attcgcccgg
gtggaaaaag
gtccectect
atctactgcc
tacgggcgac
cgacgttgag
cagcgacggg
ctcaatgtct
actgcccatc
cacttcacgc
ggacagccat
taacttgcta
gtttggctat
ctcecgtgtgg
caagaacgag
cgtgttccce
caagctccce
ggttgaattc
tacccgectgt
ccaatgttgt
ttatgttggg
cgcgagcggce
ggcagcctgt
agtcgttatc
ggaggctatg
ggagcttata
ggtctactac
aagacacact
ggcgaggatg
acaggctctt
tccaatcatt

gaggttgctc
gtgatcaagg
gccgcgaagce
tctgtcatce
tttaccggeg
ttcagccttg
aggactcaac
ccgggggage
ggctgtgett
aacaccccgg
ggcctcactc
ccttacctgg
tgggaccaga
ctgctataca
tacatcatga
ggcggcgtec
ggcaggattg
gagttcgatg
ctcgectgage
gaggttatca
cacatgtgga
aaccccgcca
ggccaaaccc
ggtgccgcta
ctggggaagg
gtagcattca
cccgecatece
cggcacgttg
tccecggggga
gtcactgcca
ataagctcgg
atatgcgagg
cctgggattc
attatgcaca
atgaggatcg
gcctacacca
agggtgtctg
ggtatgacta
gaattggacg
gaggtatcat
cccgaaccgg
gaggcggcecg
agccagcectgt
gccgagctca
gttgagtcag
gatgagcggg
gccctgeceg
cctgactacg
gtgcctcege
ttggccgagce
aatacgacaa
tcctattcett
tcatggtcga
tattcctgga
aacgcactga
agtgcttgcce
taccaggacg
tcecgtagagg
ggggcaaaag
aaagaccttc
gttttctgeg
gacctgggceg
ctggccgtga
ctcgtgcaag
tttgactcca
gacctggacc
ggccctctta
gtactgacaa
cgagccgcag
tgtgaaagtg
accaggtact
acatcatgct
cttacccgtg
ccagtcaatt
atactgatga
aactgtgaga
caaagactcc

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B
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8. Anhang

9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601

8.7

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421

atggcctcag
catgcctcag
tcecgegetag
actgggcagt
tgtcecggttg
cccggececg
tccteccccaa
tttttttttt
ttttttecctt
tctttaatgg
gcatgactgc

gccagccccece
tcttcacgeca
ccceccectece
gacgaccggg
gcgagactge
gtgcttgcga
ctcaa agaa
gcgacgtctg
ctctcggagg
ctgcgggtaa
gcatcggccg
acctattgca
ctgcccgcectg
agccagacga
cgtgatttca
gacaccgtca
tgccccgaag
aatggccgca
gaggtcgcca
tacttcgagce
cgcattggtc
tgggcgcagg
caaatcgccc
agtggaaacc
aacatgcaga
agtgacacca
cagcagaggc
aacatccaga
acggcctact
cgggacagga
ctggcgacct
cttgceggece
ggctggcaag
ctttacttgg
gggagcctac
ctctgececect
gcgaaggcgg
ttcacggaca
gcccctactg
aaggtgcttg
aaggcacatg
cccatcacgt
tatgacatca
ggcacagtcc
acgcctccgg
actggagaaa
cacctcattt
ctcggactca
ggagacgtca
tcagtgatcg
ttcaccattg
aggactggta
ggcatgttcg
ctcacgccceg
gtctgccagg
gcccatttct
caggctacgg
tgtctcatac

cgcattttca
aaaacttggg
gcttctgtee
aagaacaaag
gttcacggct
ctggttctgg
ccgatgaagg
tttttttttt
tttttttttt
tggctccatc
agagagtgct

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagagcca
tcctttettg
tagccgagta
gtgccceggg
aaaccaaacg
tcgagaagtt
gcgaagaatc
atagctgcgc
cgctcccgat
tctececcgecg
ttctgcagcc
gcgggttcgg
tatgcgcgat
gtgcgtcegt
tccggcacct
taacagcggt
acatcttctt
ggaggcatcc
ttgaccaact
gtcgatgcga
gcagaagcgc
gacgccccag
tcttcgtgaa
tcgagaatgt
tgatattcgce
aagagtccac
cccaacagac
accaggtcga
gcgtcaatgg
caaagggccc
cgccececececgg
tcacgaggca
tcteccceccag
cggggcacgce
tggactttgt
actcgtccce
gtagcggcaa
tcctgaacce
gtatcgaccc
actccaccta
taatatgtga
tggaccaagc’
gatcggtcac
tccectttta
tctgccatte
atgctgtagc
ttgtcgtage
actgcaatac
agacgacgac
ggggcaggat
attcctcggt
ccgagaccte
accatctgga
tgtcccagac
tgtgcgccag
ggctaaagcc

ctccacagtt
gtccegeect
agaggaggca
ctcaaactca
ggctacagcg
ttttgcctac
ttggggtaaa
tttttttttt
ttttttttect
ttagccctag
gatactggcc

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctg
gatcaacccg
gtgttgggtce
aggtctcgta
taacaccaac
tctgatcgaa
tcgtgctttce
cgatggtttc
tccggaagtg
tgcacagggt
ggtcgcggag
cccattcgga
tgctgatccc
cgcgcaggcet
cgtgcacgcg
cattgactgg
ctggaggccg
ggagcttgca
ctatcagagc
cgcaatcgtc
ggccgtcectgg
cactcgtccg
gaccctgacg
caaggccaag
gggcaaacag
cttgcacctg
gcgaggccta
gggggaggte
cgtgtgttgg
aatcacccaa
ggcgecgttcee
tgccgatgte
gcccgtetee
tgtgggcatc
acccgtcgag
tcecggecegta
gagcactaag
gtccgtegee
taacatcaga
tggcaagttt
tgagtgccac
ggagacggct
cgtgccacat
tggcaaagcc
caagaagaaa
atattaccgg
aacggacgct
atgtgtcacc
cgtgccacaa
gggcatttac
tctgtgcgag
agttaggttg
gttctgggag
taagcaggca
ggctcaggct
tacgctgcac

actctccagg
tgcgagcttg
gggctgccat
ctccaatagc
ggggagacat
tcctgetege
cactccggcc
tttttttttt
ttccttettt
tcacggctag
tctctgcaga

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgcct
gcgaaaggcc
gaccgtgcac
gggcgcgceca
aagttcgaca
agcttcgatg
tacaaagatc
cttgacattg
gtcacgttgc
gccatggatg
ccgcaaggaa
catgtgtatc
ctcgatgagce
gatttcggct
agcgaggcga
tggttggctt
ggatcgccgce
ttggttgacg
cgatccggag
accgatggcect
gatcgggaga
ggcaagacca
atccaagaca
ctggaggatg
gtgctgcgtce
cttggctgca
caagtggtct
actgtctatc
atgtacacca
ttgacaccat
attcecggtge
tacttgaagg
tttcgggctg
tctatgggaa
ccgcagacat
gtgccggetg
gccaccctag
atcggggtaa
cttgcecgacg
tcaactgact
ggagcgcgac
ccaaacatcg
atccccatceg
tgtgatgagc
ggccttgatg
ctaatgacgg
cagacagtcg
gacgcggtgt
aggtttgtga
tgctatgacg
cgggcttacc
agcgtcttta
ggagacaact
ccacctccat

gggccaacgc

tgaaatcaat
gagacaccgg
atgtggcaag
ggccgetgge
ttatcacagce
tgcaggggta
tcttaggcca
ttttttttct
tttcctttct
ctgtgaaagg
tcatgt

Monocistronisches HCV Replikon-Genotyp 1b

tccecctgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
ggagatttgg
ttgtggtact
catgagcacg
tgaaaaagcc
gcgtctcecga
taggagggcg
gttatgttta
gggaattcag
aagacctgcc
cgatcgctgc
tcggtcaata
actggcaaac
tgatgctttg
ccaacaatgt
tgttcgggga
gtatggagca
ggctccggge
gcaatttcga
ccgggactgt
gtgtagaagt
tgggggaggc
tcactcttga
aggaaggcat
gccgcaccct
tccgeggtag
tcatcactag
ccaccgcaac
atggtgccgg
atgtggacca
gcacctgecgg
gccggcgggg
gctctteggg
ccgtgtgcac
ccactatgcg
tccaggtgge
cgtatgcagc
gtttcgggge
ggaccatcac
gtggttgctce
cgaccactat
tcgtcgtget
aggaggtggc
agaccatcaa
tcgececgegaa
tatccgtcat
gctttaccgg
acttcagcct
cacgctcgca
ctccaggaga
cgggctgtge
taaacacacc
caggcctcac
tccectacct
cgtgggacca
ccctgetgta

agggtggcceg
gcccggageg
tacctcttca
cggctggact
gtgtctcatg
ggcatctacc
tttcctgttt
tttttttttt
tttccttecet
tccgtgagcece

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gcgtgecccce
gcctgatagg
aatcctaaac
tgaactcacc
cctgatgcag
tggatatgtc
tcggcacttt
cgagagcctg
tgaaaccgaa
ggccgatctt
cactacatgg
tgtgatggac
ggccgaggac
cctgacggac
ttcccaatac
gcagacgcgc
gtatatgctc
tgatgcagct
cgggcgtaca
tctcgccgat
taacggttta
ggtcgagccc
cccacctgac
gtccgactac
tgcgectatt
cctcacaggc
acaatcttte
ctcaaagacc
ggacctcgtc
cagctcggac
cgacagcagg
cggtccactg
ccgaggggtt
gtcceceggte
ccatctacac
ccaagggtat
gtatatgtct
cacgggtgcce
tgggggegee
cctgggcate
cgccaccgct
tctgtccage
g999999agg
gctgtecegge
accaactagc
tgacttcgac
ggacccgacc
gcggcgaggce
acggccctcg
ttggtacgag
agggttgccc
ccacatagac
ggtagcatac
aatgtggaag
taggctggga

3 UTR

HCV IRES 1b

Hygromycin

NS3
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8. Anhang

3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101

gccgttcaaa
tcggctgacce
ctggccgegt
ggaaagccgg
gagtgcgect
cagaaggcaa
gtggaatcca
agcgggatac
ctgatggcat
aacatcctgg
gtaggcgccg
gatattttgg
agcggcgaga
ggcgccctag
gagggggctg
tccececacge
agtcttacca
acgccatget
gatttcaaga
tcatgtcaac
ccatgtgggg
aggacctgta
tgcacgccct
tacgtggagg
gtaaagtgcc
ttgcacaggt
gggctcaatc
gtgctcactt
ctggccaggg
tccttgaagg
aacctcctgt
gtagtaattt
gttccggegg
cgcccggatt
gtggtacacg
aagaggacgg
gagaccttcg
gaccagccct
ccccttgagg
gaggaggcta
atcacgccat
ctcegtcecace
aaggtcacct
atgaaggcga
ctgacgcccce
ctatccagca
gagacaccaa
aaggggggcc
gagaaaatgg
tacggattcc
aagaaatgcc
aatgacatcc
caggccataa
gggcagaact
aataccctca
tgcacgatgc
gaggacgagg
ggggacccgce
tcagtcgege
ccccttgege
aacatcatca
tccatcctte
tgttactcca
gcattttcac
aaacttgggg
ctactgtcce
aggaccaagc
ttcgttgctg
tggttcatgt
cgatgaacgg
tttttctttt
ttttcctttt
gtccgtgagce

acgaggttac
tggaggtcgt
attgcctgac
ccatcattcce
cacacctccc
tcgggttget
agtggcggac
aatatttagc
tcacagccte
ggggatgggt

gcatcgctgg
caggttatgg

tgcccteccac
tcgteggggt
tgcagtggat
actatgtgcc
tcactcagct
ccggctcgtg
cctggctcca
gtgggtacaa
cacagatcac
gtaacacgtg
cccecggegcece
ttacgcgggt
cgtgtcaggt
acgctccagc
aatacctggt
ccatgctcac
gatctcctcce
caacatgcac
ggcggcagga
tggactcttt
agatcctgcg
acaaccctcc
ggtgtccatt
ttgtcctgte
gcagctccga
ccgacgacgg
gggagccggg
gtgaggacgt
gcgctgecgga
acaacttggt
ttgacagact
aggcgtccac
cacattcggce
aggccgttaa
ttgacaccac
gcaagccagc
ccctttacga
aatactctcc
ctatgggctt
gtgttgagga
ggtcgctcac
gcggctatcg
catgttactt
tcgtatgcgg
cgagcctacg
ccaaaccaga
acgatgcatc
gggctgcgtg
tgtatgcgcce
tagctcagga
ttgagccact
tccatagtta
taccgcccett
agggggggag
tcaaactcac
gttacagcgg
ggtgcctact
ggagctaaac
tttttttttt
ctttcctttg
cgcttgactg

taccacacac
cacgagcacc
aacaggcagc
cgacagggaa
ttacatcgaa
gcaaacagcc
catcgaagcc
aggcttgtcce
tatcaccagce
ggccgcccaa
agcggctgtt
agcaggggtg
cgaggacctg
cgtgtgcgca
gaaccggctg
tgagagcgac
gctgaagagg
gctaagagat
gtccaagctc
gggagtctgg
cggacatgtg
gcatggaaca
aaattattct
gggggatttc
tccggceccccece
gtgcaaaccc
tgggtcacag
cgacccctce
ccccttggec
tacccgtcat
gatgggcggg
cgagccgcete
gaggtccagg
actgttagag
gccgectgece
agaatctacc
atcgtcggcc
cgacgcggga
ggatcccgat
cgtctgcetge
ggaaaccaag
ctatgctaca
gcaggtcctg
agttaaggct
cagatctaaa
ccacatccge
catcatggca
tcgecttate
tgtggtctce
tggacagcgg
cgcatatgac
gtcaatctac
agagcggctt
ccggtgecge
gaaggccgct
agacgacctt
ggccttcacg
atacgacttg
tggcaaaagg
ggagacagct
caccttgtgg
acaacttgaa
tgacctacct
ctctccaggt
gcgagtctgg
ggctgccact
tccaatcceg
gggagacata
cctactttct
actccaggcc
tttttttttt
gtggctccat
cagagagtgc

cccataacca

tgggtgctgg
gtggtcattg
gtcctttacc

cagggaatgc
accaagcaag
ttctgggcga
actctgcectg
ccgctcacca
cttgctecte
ggcagcatag
gcaggcgcege
gttaacctac
gcgatactge
atagcgttcg
gctgcagcac
cttcaccagt
gtttgggatt
ctgccgcgat
cggggcgacg
aaaaacggtt
ttccccatta
agggcgctgt
cactacgtga
gaattcttca
ctcctacggg
ctcccatgcg
cacattacgg
agctcatcag
gactccccgg
aacatcaccc
caagcggagg
aaattccctc
tcctggaagg
aaggccccte
gtgtcttctg
gtcgacagcg
tccgacgttg
ctcagcgacg
tcgatgtecct
ctgcccatca
acatctcgca
gacgaccact
aaacttctat
tttggctatg
tcegtgtgga
aaaaatgagg
gtattcccag
accctcccte
gtcgagttcce
acccgetgtt
caatgttgtg
tacatcgggg
gcgageggtg
gcggcctgte
gtcgttatct
gaggctatga
gagttgataa
gtgtactatc
agacacactc
gcaaggatga
aaagccctag
cagatcattc
gagatcaata
agacatcggg
tgtggcaagt
gctgegtecece
tatcacagcc
gtaggggtag
aataggccat
tttttttttt
cttagcccta
tgatactggce

aatacatcat
taggcggagt
tgggcaggat
gggagttcga
agctcgccga
cggaggctge
agcatatgtg
gcaaccccge
cccaacatac
ccagcgctge
gccttgggaa
tcgtggecectt
tcecectgetat

ggcatgcatg
cctagcagct
catcttgtcc
tgagatggaa
acaattcaaa
tgctccegtg
gaatttcatc
gatagcatca
cctecectgttt
ttctgcttte
ggtgcttgtg
taaggtcatg
cctctececect

gtcggcacg tgggcccaggg

cttcgecgggg
gtgtcactca
ggatcaacga
ggatatgcac
tgccgggagt
gcatcatgca
ccatgaggat
acgcgtacac
ggcgggtgge
cgggcatgac
cagaagtgga
aggaggtcac
agcccgaacce
cggagacggc
ctagccagct
acgctgacct
gcgtggagtc
aggatgagag
gagcgatgcc
acccggacta
cgataccacc
ccttggcecgga
gcacggcaac
agtcgtactc
ggtcttggtc
acacatggac
atgcactgag
gcgcaagcect
accgggacgt
ccgtggagga
gggcaaagga
aggacttgct
ttttctgegt
atttgggggt
aggccgtgat
tggtgaatgce
ttgactcaac
acttggcccc
gccccctgac
tactgacgac
gagctgcgaa
gtgaaagcgc
ctagatactc
catcatgctc
tcacccgtga
cagtcaattc
tcctgatgac
attgtcagat
aacgactcca
gggtggcttc
ccagaagtgt
acctcttcaa
agttggattt
tgtctegtge
gcatctatct
cctgtttttt
ctcctttttt
gtcacggcta
ctctctgcag

taaccacgtc
gatcctctct
ggactgctcce
ggtgttgact
cceccttette
aaccacctgc
cgtggggcect
cacgggcccce
tgctgaggag
cactgacgac
tggggtgcgg
attcctggtc
ggatgtagca
taagcgtagg
gtctgcgcect
catcgaggcc
agaaaataag
ggaagtatcc
catatgggca
cgtccctcca
ttcacggagg
gctcgccaca
ggcctctcect
ctccatgccc
taccgtaagc
aggcgccctg
caactctttg
gcggcagaag
gctcaaggag
agcctgtaag
cgtcecggaac
ggaagacact
ccaaccagag
tcgtgtgtge
gggctcttca
ctggaaagcg
ggtcactgag
cgaagccaga
taattctaaa
cagctgecggt
gctccaggac
ggggacccaa
tgccccecect
ctccaatgtg
ccccaccace
ctggctaggc
tcatttctte
ctacggggcce
tggccttage
atgcctcagg
ccgcgctagg
ctgggcagta
atccagctgg
ccgaccccge
actccccaac
tcecetttttt
tttcctcttt
gctgtgaaag
atcaagtact

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B

3 'UTR
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9. Abkiirzungen

9. Abkiirzungen

Ak
ATP
BSA

dH,O
DMEM
DNA
DTT
elF
EDTA
EtOH
FACS
FL
GAPDH
HBV
HCV
HCC
HuR
IRES
IRF

kb
kDa
IL

LB
MACS
MCS
min
MOPS
mRNA
NS5B
OD

Antikorper

Adenosintriphosphat
Rinderserumalbumin

Basenpaare

destilliertes Wasser

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinséure
Dithiothreitol

eucaryotic initiation factor
Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Fluorescence Activated Cell Sorting
Firefly Luciferase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Hepatitis B-Virus

Hepatitis C Virus
Hepatozelluldres Carcinom
Human Antigen R

Internal Ribosomal Entry Site
Interferon Regulatory Factor
Stunde

Kilobasen

Kilodalton

Interleukin

Luria Broth

Magnetic Antibody Cell Sorting
Multiple Cloning Site

Minute
3-(N-morpholino)pronsulfonsiure
Messenger RNA
Nichtstrukturprotein 5B

optische Dichte
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9. Abkiirzungen

ORF
PBS
PCR
PSMA7
pSR
PTB
RL
RNA
RNAse
RT

Rz

RT

SDS

TE
TEMED
Tris

tRNA

UTR
v/iv
Vol.

w/V

Oping Reading Frame
Phosphat-buffered Saline
Polymerase Kettenreaktion
Proteasome Alpha-Subunit 7
Plasmid Suppressor Retro
Polypyrimidine Tract Binding Protein
Renilla Luciferase
Ribonukleinsédure
Ribodesoxynuklease

Reverse Transcription

Ribozym

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Tris-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-Ribonukleinsiure

Unit (Einheit)

Untranslated Region

Volumen pro Volumen

Volumen

Gewicht pro Volumen
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