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Einleitung

1 Einleitung

Die Regulation der zellularen Genexpression ist ein vielschichtiger und komplexer Vorgang
und umfasst verschiedene Prozesse wie die Transkription, die Prozessierung, den Transport
und die Translation der mRNA. Sie unterscheidet sich nicht nur von Zelltyp zu Zelltyp, son-
dern muss auch zeitlich und situativ auf die jeweiligen Bedingungen der Zelle angepasst
werden. Vor allem der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression wird in den ver-
gangenen Jahren eine immer grol3ere Bedeutung zugeschrieben. Sie tragt entscheidend zur
Reaktionsfahigkeit einer Zelle auf veranderte Bedingungen bei, da sie haufig eine wesentlich
schnellere Reaktion gestattet, als die Regulation der Transkription. Die Regulation der post-
transkriptionellen Genexpression wird von RNA-bindenden Proteinen (RBPs) und kleinen
RNAs (z.B. mikroRNAs) vermittelt und kann die Stabilitat, subzellulare Lokalisation und
Translation von RNAs beeinflussen. Im Kontext viraler Infektionen tragen zur differenziellen
Genexpression sowohl virale, als auch zellulare Mechanismen bei. Dabei sind die viralen
Veradnderungen meist darauf ausgerichtet, die zellularen Prozesse zum eigenen Vorteil zu
manipulieren, wahrend die zellularen Veranderungen in der Regel der Induktion eines antivi-
ralen Status dienen. Im Zuge der Evolution haben sich komplexe Wechselbeziehungen zwi-
schen Viren und ihren Wirtszellen entwickelt, welche entscheidend fir die Ausbildung und
Pathogenese viraler Infektionen sind. Auch das Hepatitis-C-Virus (HCV), welches in dieser
Arbeit von zentralem Interesse war, bewirkt umfassende Veranderungen der zellularen Gen-
expression in den Wirtszellen. Besonders unter Beachtung der Tatsache, dass das HCV zu-
meist persistierende Infektionen hervorruft, welche zu chronischer Hepatitis und der Entwick-
lung hepatozellularer Karzinome fihren kdnnen, ist das Verstandnis der viral induzierten dif-

ferentiellen Genexpression der Wirtszellen von entscheidender Bedeutung.

1.1 Das Hepatitis-C-Virus
1.1.1 Phylogenetische Einordnung des Hepatitis-C-Virus

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein Vertreter der Familie der Flaviviridae, welche den (+)-
Strang-RNA-Viren zugeordnet wird. Phylogenetisch werden die Flaviviridae in die vier Gene-
ra Pestivirus, Flavivirus, Hepacivirus, sowie die erst kirzlich zugeordnete Gattung Pegivirus
unterteilt (Calisher et al. 2003, Simmonds 2013, Stapleton et al. 2011). Dabei ist die Gattung
Flavivirus, welche weiter in die beiden Kategorien mosquito-borne (von Stechmiicken Uber-
tragen) und tick-borne (von Zecken Ubertragen) unterteilt wird, die gréf3te der vier Gattungen.
Sie umfasst auch wichtige humanpathogene Vertreter wie das Japanische Encephalitis-
Virus, das Gelbfieber-Virus, das Dengue-Virus und das West-Nil-Virus (WNV). Zur Gattung
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Pestivirus werden Uberwiegend tierpathogene Vertreter wie das Border-disease-Virus, das
Virus der klassischen Schweinepest und das Virus der bovinen viralen Diarrhoe (BVDV) zu-
geordnet. Zur Gattung Pegivirus gehdort unter anderem das Hepatitis-G-Virus. Die Typspe-
zies der Gattung Hepacivirus stellt das HCV dar. Es ist aufgrund von ca. 130-150 Millionen
chronisch infizierten Personen und etwa 350.000 - 500.000 jahrlichen Todesfallen weltweit
von grof3er Bedeutung (WHO, 2014). Das HCV wird aufgrund starker Polymorphismen in 6
Genotypen (1 - 6) mit Uber 80 Subtypen unterteilt (Simmonds et al. 2005).

Flaviviridae
Pestivirus Pegivirus Hepacivirus Flavivirus
Wirus der bovinen viralen Diarrhoe Hepatitis C-Virus |
tick-bornme mosquito-borne
West-Mil-Virus

Abbildung 1.1: Die Virusfamilie der Flaviviridae. Die Virusfamilie der Flaviviridae wird phylogenetisch in die
Genera Pestivirus, Pegivurs, Hepacivirus und Flavivirus unterteilt, wobei die Gattung Flavivirus weiterhin in die
Kategorien tick-borne und mosquito-borne gegliedert wird. Beispielhaft sind jene Vertreter aufgefihrt, welche im
Rahmen der vorliegenden Arbeit von Bedeutung waren (BVDV, HCV und WNV).

1.1.2 Der flavivirale Lebenszyklus

Die verschiedenen Vertreter der Flaviviridae sind gekennzeichnet durch zahlreiche gemein-
same Charakteristika. Sie vermehren sich im Cytoplasma der Wirtszelle innerhalb eines pH-
Spektrums von 7 bis 9 und bilden Virionen mit einem Durchmesser von etwa 40 bis 60 nm.
Das positiv orientierte einzelstrangige RNA-Genom ist von einem ikosaedrischen Kapsid
umschlossen, welches wiederum von einer Lipid-Doppelmembran umgeben ist, in die ver-
schiedene Glykoproteine eingelagert sind (Petersen et al. 2001). Nach Adsorption der Virus-
partikel an die Oberflache der Wirtszellen gelangen diese durch Rezeptor-vermittelte En-
docytose in das Zellinnere (Blanchard et al. 2006) (Abbildung 1.2). Dabei interagieren die
verschiedenen Vertreter der Flaviviridae mit spezifischen Zelloberflachen-Rezeptoren. Der
niedrige pH-Wert in den endosomalen Vesikeln vermittelt die Freisetzung des Nukleokapsids
in das Cytoplasma der Wirtszelle, woraufhin im Zuge des uncoating (Dissoziation von geno-
mischer RNA und core-Protein) die virale RNA freigesetzt wird (Allison et al. 1995,
Koutsoudakis et al. 2006, Tscherne et al. 2006).
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Abbildung 1.2: Der flavivirale Lebenszyklus.Nach Adsorption an die Zelloberflache werden die Virionen durch
Rezeptor-vermittelte Endocytose internalisiert. Die genomische (+)-Strang-RNA wird in das Cytoplasma der Wirts-
zelle freigesetzt und dient dort zum einen als Matrize flr die Translation der viralen Proteine am ER und zum
anderen als Template fir die Synthese eines (-)-Strang-Intermediates wahrend der viralen Replikation. Das virale
Polyprotein wird durch zellulare und virale Proteasen in einzelne Proteine gespalten, die fir die Replikation der
viralen RNA und die Assemblierung neuer Viruspartikel essentiell sind. Die neuen Virionen, welche im Lumen des
ER formiert werden, werden Uber Exocytose aus der Wirtszelle freigesetzt. Abbildung aus (Friedrich 2014), modi-
fiziert nach (Mukhopadhyay et al. 2005).

Aufgrund ihrer positiven Polaritéat erfillt die virale RNA drei verschiedene Funktionen. So
dient sie zum einen als Matrize fur die Translation, welche an den Membranen des endop-
lasmatischen Retikulum (ER) erfolgt und in der Synthese eines einzelnen Polyproteins resul-
tiert (Lindenbach 2007, Moradpour et al. 2004). Dieses wird co- und posttranslational durch
virale und zellulare Proteasen in die einzelnen viralen Proteine gespalten. Zum anderen wird
die genomische RNA als Template fir die Replikation der viralen RNA verwendet. Die Repli-
kation der Flaviviridae erfolgt in membrangebundenen Replikationskomplexen (Lindenbach
2007). Es ist fur zahlreiche Vertreter der Flaviviridae bereits gezeigt worden, dass im Zuge
der viralen Infektion die zellulare Membrankonstellation durch komplexe Prozesse verandert
wird, in die verschiedene virale Proteine involviert sind (den Boon et al. 2010b, Egger et al.
2002, Gosert et al. 2003, Hugle et al. 2001, Miller et al. 2008). Die virale RARP (RNA-
dependent RNA-polymerase) synthetisiert innerhalb dieser Replikationskomplexe zunachst
ein (-)-Strang-RNA-Intermediat, welches anschlieRend als Template fur die Synthese neuer
(+)-Strang-RNA-Molekiile dient. Neben den viralen Proteinen sind auch zelluldre Faktoren an
der Replikation beteiligt (Lindenbach 2007, Moriishi et al. 2007). In ihrer dritten Funktion als
genetisches Material wird die genomische RNA in neue Viruspartikel verpackt. Die im Lumen
des ER assemblierten neuen Viruspartikel werden tber Exocytose aus der Zelle freigesetzt
(Lindenbach 2007).
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1.1.3 Genomorganisation des HCV

Das HCV-Genom besteht, wie bereits erwahnt, aus einer einzelstrangigen (+)-Strang-RNA,
welche einen einzigen ORF (open reading frame) enthélt. Dieser wird am 5° und 3"Ende von
nicht translatierten Regionen flankiert (UTR-untranslated region). Das Genom des HCV
(Abbildung 1.3) umfasst etwa 9,6 kb, wobei die Lange bei verschiedenen Genotypen leicht
variiert. Die 5"UTR ist hoch konserviert und enthalt eine internal ribosome entry site (IRES),
welche die cap-unabhangige Translations-Initiation an der HCV-RNA vermittelt (Brown et al.
1992, Wang et al. 1993, Wang et al. 1994). IRES-Elemente wurden sowohl in viralen als
auch in zellularen RNAs identifiziert und koénnen je nach RNA sowohl Translations-
Initiationsfaktoren als auch direkt ribosomale Untereinheiten rekrutieren. Die HCV-3'UTR
besteht aus einer variablen Region, einer Poly-U/UC-Sequenz und einer 98 nt langen hoch-
konservierten Region (3"X), welche fir eine effiziente Replikation essentiell ist (Kolykhalov et
al. 1996, Tanaka et al. 1996).

IRE S_vermittelte Translation JUTR
5UTR
) " W !
El £2 RS2 NS3 I NS4 8 [EATRSs B | Polyprotein

l Prozéssierung des Polyproteins

EEEQE&H NS3 :@[NMB][ NssA | | NSSB |

Struktur-Proteine Nichtstruktur-Proteine

Abbildung 1.3: Genomorganisation des HCV. Das (+)-Strang-RNA-Genom des HCV (ca. 9,6 kb) besteht aus
einem einzelnen ORF, welcher von einer 5"UTR und einer 3"UTR flankiert wird. Der ORF codiert fir ein Polypro-
tein, welches co- und posttranslational durch zellulare (gekennzeichnet durch Rauten) und virale Proteasen (ge-
kennzeichnet durch Pfeile) in einzelne virale Proteine gespalten wird. Dabei entstehen die Struktur-Proteine (C,
E1l, E2), welche u.a. fir die Assemblierung der Virionen essentiell sind und die Nichtstruktur-Proteine (NS2 bis
NS5B) welche u.a. die Replikation der viralen RNA vermitteln. Die postulierte Sekundarstruktur der UTRs ist an-
gedeutet (schwarze Linien). Abbildung modifiziert nach (Moradpour et al. 2007).

Das Genom codiert, wie bereits beschrieben, fur ein Polyprotein, welches co- und posttrans-
lational durch virale und zellulare Proteasen gespalten wird. Dadurch entstehen zum einen
die Struktur-Proteine, welche an der Assemblierung der viralen Partikel und am Viruseintritt
in die Wirtszelle beteiligt sind (Basu et al. 2004, Lindenbach et al. 2005, Meyer et al. 2004).
Allen Vertretern der Flaviviridae gemeinsam ist das core-Protein (C), welches das Nukleo-
capsid formiert und somit das Genom umschlie3t (Lindenbach et al. 2003, Lindenbach
2007). Beim HCV werden die weiteren Strukturproteine als E1 und E2 (E: envelope) be-
zeichnet (Basu et al. 2004, Lindenbach et al. 2005, Meyer et al. 2004). Des Weiteren codiert
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der HCV-ORF fur die Nichtstruktur-Proteine NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B, so-
wie flr das nur 7 kDa grol3e p7-Protein, welches selbstassemblierende selektive Kationen-
kanéle bildet (z.B. in der ER-Membran) (Griffin et al. 2003, Luik et al. 2009, OuYang et al.
2013, Pavlovic et al. 2003). Die Nichtstruktur-Proteine sind an zentralen Prozessen wahrend
des viralen Lebenszyklus beteiligt, wie der Replikation der viralen RNA, der Prozessierung
des viralen Polyproteins und der Assemblierung der Virionen. Fir die Prozessierung des
viralen Polyproteins sind die Proteine NS2/NS3 und NS3 essentiell, wobei NS2/NS3 durch
Autoproteolyse die Proteine NS2 und NS3 generiert (Grakoui et al. 1993a, Grakoui et al.
1993b, Grakoui et al. 1993c, Hijikata et al. 1993). Die Spaltung der NS2-NS3-Bindung ist flr
die Replikation und die Infektiositat des HCV von entscheidender Bedeutung (Kolykhalov et
al. 2000, Welbourn et al. 2005). Das NS3-Protein, welches NS4A als Cofaktor benétigt (Pang
et al. 2002), spaltet die Bindungen zwischen allen weiteren Nichtstruktur-Proteinen (NS3-
NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A und NS5A-NS5B) (Bartenschlager et al. 1993,
Bartenschlager et al. 1995, Bartenschlager et al. 2000, Eckart et al. 1993, Manabe et al.
1994). Des Weiteren ist NS3 an der viralen Replikation beteiligt (Pang et al. 2002). Es besitzt
zusétzlich zu der N-terminal lokalisierten Serin-Proteinase-Doméne eine C-terminale Heli-
kase-Domane. NS5A ist ein fur die Replikation essentieller Faktor und beeinflusst die Aktivi-
tat der RARP NS5B. Des Weiteren stellt NS5A einen Schlisselfaktor bei der Regulation der
Wirtszell-Aktivitat wahrend der HCV-Infektion dar und inhibiert unter anderem die
Typ I-Interferon-Antwort durch Inhibition der STAT1-Phosphorylierung, sowie der Expression
Interferon-stimulierter Gene (vgl. Kapitel 1.2) (Gong et al. 2001, Kang et al. 2010, Kumthip et
al. 2012, Lan et al. 2007). NS5B stellt die RARP des HCV dar und ist in der Lage die Replika-
tion der HCV-RNA de novo zu initiieren (Behrens et al. 1996, Ivashkina et al. 2002, Luo et al.
2000, Ranijith-Kumar et al. 2002). Das Fehlen einer Korrekturlese-Funktion resultiert in ho-
hen Mutationsraten wahrend der viralen Replikation, wodurch Quasispezies mit hoher gene-
tischer Variabilitat entstehen (Simmonds 1995). Dies erweist sich als vorteilhaft fur das Virus,
da es die Entwicklung von Resistenzen gegentber der zellularen Immunantwort sowie anti-

viralen Medikamenten erleichtert (Domingo et al. 1985).

1.1.4 Das HCV- Replikonsystem

Die Untersuchung der Translation und Replikation von (+)-Strang-RNA-Viren ist durch die
Entwicklung sogenannter Replikonsysteme stark erleichtert worden. Diese subgenomischen
viralen RNA-Molekile codieren fur alle RNA-Sequenzen und viralen Proteine, die fir eine
autonome Replikation in der Wirtszelle notwendig sind. Da sie jedoch nicht fur die zur Syn-
these neuer Viruspartikel notwendigen Strukturproteine codieren, sind Replikons nicht infek-

tios (Behrens et al. 1998, Khromykh et al. 1997). Sie stellen deshalb z.B. fir Untersuchungen
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der viralen Replikations- und Translationsmechanismen ein entscheidendes Werkzeug dar.
Der Prototyp des HCV-Replikonsystems wurde aus einem HCV-1lb-Isolat entwickelt
(Lohmann et al. 1999). Mittlerweile stehen jedoch auch Replikonsysteme anderer HCV-
Genotypen zur Verfligung, unter anderem auch des 2a-Genotyps (Kato et al. 2003). Das
HCV-2a-Replikon, welches im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, basiert auf
einem HCV-Genom, welches aus einem japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis-C
isoliert wurde und deshalb als JFH1 (japanese fulminant hepatitis-C 1) bezeichnet wird. Das
JFH1-Replikon repliziert sehr effizient in immortalisierten humanen Leberzelllinien, wie der
Huh7-Zelllinie (human hepatocellular carcinoma) (Kato et al. 2003, Lohmann et al. 1999). Auf
Grundlage dieses Isolats konnten erstmals auch infektiose HCV-Gesamt-Genome generiert
werden, mit welchen der komplette Lebenszyklus des HCV (inklusive der Bildung infektitser
Viruspartikel) in Zellkultur-Experimenten rekonstituiert werden kann (Wakita et al. 2005).
Auch fur andere Vertreter der Familie der Flaviviridae wurden Replikonsysteme etabliert,
unter anderem fir das WNV (Shi et al. 2002) und das BVDV (Behrens et al. 1998), welche
beide im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. Eine detaillierte Beschreibung der ver-

wendeten Replikonsysteme kann den Kapiteln 3.1 und 3.3.7 entnommen werden.

1.2 Die Interferon-Antwort

Virale Infektionen induzieren die angeborene Immunantwort. Zu den zentralen Komponenten
der angeborenen Immunantwort gehoéren die Interferone (IFN), welche erstmals im Jahre
1957 beschrieben wurden (Isaacs et al. 1957a, Isaacs et al. 1957b). Interferone gehdren zu
den Cytokinen und stellen multifunktionale Signalmolekiile dar, deren Wirkung zur Induktion
eines antiviralen Status in den infizierten, sowie den umgebenden Zellen fiihren und/oder die
Effektorzellen des Immunsystems beeinflussen kann. Dabei ist das IFNB von besonderer
Bedeutung, da es als Reaktion auf die Erkennung von Pathogenen sehr schnell produziert
wird und somit als die ,first line of defense angesehen werden kann. Die viral induzierte
IFNB-Synthese verlauft biphasisch, wobei in der frihen Phase zunadchst die IFNg-
Transkription induziert wird. Dabei werden anfangs nur geringe Mengen IFN produziert und
sekretiert. AnschlieRend bindet dieses IFNB an spezifische Rezeptoren der Zelloberflache
und induziert eine Signalkaskade. Die spate Phase ist durch eine positive Rickkopplung
gekennzeichnet, da, ausgeldst durch die IFNB-induzierte Signalkaskade, Transkriptionsfakto-

ren aktiviert werden, welche die IFNg-Transkription verstarken (Abbildung 1.4).

Bei der Induktion der zellularen Immunantwort wird die Prasenz sogenannter PAMPs (patho-
gen associated molecular patterns, z.B. die bei viralen Infektionen vorkommende dsRNA)

von molekularen Sensor-Proteinen (pattern recognition receptors - PRRs) erkannt. Diese
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umfassen zum einen die membrangebundenen toll like-Rezeptoren (TLR) (Akira et al. 2006,
Iwasaki et al. 2004) und zum anderen lésliche cytoplasmatische Rezeptoren, deren wichtigs-
te Vertreter das retinoic acid-inducible gene | (RIG 1) und das melanoma differentiation-
associated gene 5 (MDA5) sind (Kang et al. 2002, Silverman et al. 2003, Yoneyama et al.
2004, Yoneyama et al. 2007). Diese beiden miteinander verwandten Proteine besitzen eine
C-terminale DexD/H-Box RNA-Helikase-Domane, durch welche sie an doppelstrangige RNA
(dsRNA) binden kénnen, sowie zwei N-terminale CARD-Domanen (caspase recruitment do-
main), welche die Signaltransduktion durch Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren
vermitteln (Kawai et al. 2005, Seth et al. 2005, Yoneyama et al. 2005). Die Erkennung der
HCV-RNA durch RIG | erfolgt hauptsachlich durch zwei Eigenschaften, welche zellulare
RNAs nicht besitzen: die Triphosphat-Struktur am 5 Ende der viralen RNA, sowie langere
poly-Uridin-Motive in der 3’'UTR (Hornung et al. 2006, Pichlmair et al. 2006, Schmidt et al.
2009, Schnell et al. 2012, Yoneyama et al. 2004). Ein weiteres cytoplasmatisches Sensor-
Protein stellt die Protein Kinase R (PKR) dar, welche durch Bindung an dsRNA aktiviert wird
und ebenfalls an der Induktion von IFNB beteiligt ist (Diebold et al. 2003, McAllister et al.
2009, McAllister et al. 2012).
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Abbildung 1.4: Der IFNB-Signalweg.Schematische Darstellung des biphasischen IFNB-Signalwegs. (A) Die
Erkennung viraler PAMPs (z.B. dsRNA) durch PRRs (z.B. RIG |, TLRs, PKR) resultiert in der Aktivierung ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren (IRF-3, NF-kB, AP1), welche kooperativ an den Promotor des IFNS-Gens bin-
den und somit dessen Transkription induzieren. Synthetisiertes IFNB wird sekretiert und (B) kann anschlieRend
an spezifische IFN-Rezeptoren auf der Zelloberflache binden. Die intrazellularen Doménen der Rezeptoren sind
mit JAK-Kinasen assoziiert, welche die Signalweiterleitung durch Phosphorylierung der STATs vermitteln. Akti-
vierte STATS translozieren in den Zellkern und stimulieren die Transkription verschiedener ISGs.



Einleitung

Die Pathogen-Erkennung durch PRRs konvergiert bei der Aktivierung verschiedener Tran-
skriptionsfaktoren [IRF-3 (interferon regulatory factor 3), NF-«B (huclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells), ATF-2/c-Jun (activating transcription factor-2/cellular
v-jun homolog)], welche Bestandteil des sogenannten IFNB-Enhanceosoms sind (Maniatis et
al. 1998, Munshi et al. 1999). Dieser multimere Proteinkomplex bindet an den IFNS-Promotor
und induziert die IFNg-Transkription. IFNB bindet an einen spezifischen heterodimeren Re-
zeptorkomplex, welcher aus den Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 (interferon alpha, beta
and omega receptor 1 und 2) besteht (de Weerd et al. 2007).

Der kanonische, von diesem Rezeptor ausgehende Signalweg soll im Folgenden naher er-
lautert werden (Abbildung 1.4 B). IFNAR1 und IFNAR2 besitzen im Gegensatz zu vielen an-
deren Rezeptoren keine intrinsische Kinase-Aktivitat (de Weerd et al. 2007). Stattdessen
sind ihre intrazellularen Dom&nen mit Tyrosin-Kinasen der Janus-Familie assoziiert (JAK).
Die Bindung der Typ I-Interferone an den IFNAR resultiert in der gegenseitigen Aktivierung
dieser JAK-Kinasen, welche im Folgenden STAT1 und STAT2 (signal transducers and acti-
vators of transcription) phosphorylieren und somit aktivieren. Im Komplex mit einem weiteren
Transkriptionsfaktor (interferon regulatory factor 9, IRF-9) (Bluyssen et al. 1996, Darnell et al.
1994, Haque et al. 1994) translozieren die STATSs in den Zellkern und kénnen dort an spezi-
fische DNA-Sequenzmotive (ISRE: interferon-stimulated regulatory element) binden und die
Transkription induzieren (Kessler et al. 1990, Williams 1991). Es wurden bereits hunderte
Gene identifiziert, die sich durch die Prasenz von ISREs in ihren Promotoren charakterisie-
ren lassen. Es sollen hier jedoch nur einige wenige genannt werden, welche aufgrund ihrer
antiviralen Wirkung von besonderem Interesse sind.

Zu den wesentlichen durch IFN induzierten Genen (interferon stimulated genes- ISG) gehort
IRF-7, welches an den IFNg-Promotor binden und somit die IFNS-Transkription verstarken
kann (Marie et al. 1998, Sato et al. 1998, Sato et al. 2000). Weitere typische ISGs stellen die
2°-5"0ligoadenylat-Synthetasen (OAS), die Mx-Proteine (myxovirus resistance), sowie die
bereits erwahnte PKR dar (Thomis et al. 1992). Die wohl wichtigste Funktion der PKR repra-
sentiert die Phosphorylierung von elF2a (eukaryotic initiation factor 2a)), wodurch die Trans-
lations-Initiation inhibiert wird (Hershey 1989, Hershey 1991, Sudhakar et al. 2000). Dies
resultiert zum einen in der Inhibition der viralen Translation und kann zum anderen zur

Apoptose-Induktion fihren, wodurch die virale Ausbreitung eingeschrankt wird.

1.3 Die Regulation der VEGF-A-Expression

VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A) reprasentiert das am besten charakterisierte
Mitglied der Familie der VEGFs. Die VEGF-A-Expression wird durch eine gro3e Bandbreite

verschiedener Stimuli beeinflusst. So wird sie unter anderem durch Hypoxie, Hypoglykamie
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und die Stimulation mit verschiedenen Cytokinen (z.B. IFNB) induziert (Cohen et al. 1996,
Dolecki et al. 1991, Li et al. 1995, Pertovaara et al. 1994). Synthetisiertes VEGF-A wird se-
zerniert und bindet anschlieRend an verschiedene VEGF-Rezeptoren auf der Zelloberflache.
Dadurch kénnen diverse Prozesse wie Neo-Vaskularisierung, sowie die Erhéhung der Per-
meabilitat und Proliferation des Endothels induziert werden (Leung et al. 1989, Neufeld et al.
1994, Park et al. 1993, Zhang et al. 1995). Des Weiteren wirkt VEGF-A als antiapoptotisches
Cytokin (Dias et al. 2002, Katoh et al. 1998, Katoh et al. 1995, Kuramoto et al. 2000). Neben
seiner prominenten Funktion bei der Angiogenese und Vaskularisierung ist es auch in ande-
re physiologische und pathologische Prozesse wie die Embryonalentwicklung, Wundheilung
und Kanzerogenese involviert (Brown et al. 1992, Carmeliet et al. 1996, Giraudo et al. 1998,
Hanahan et al. 1996, Hoeben et al. 2004, Ristimaki et al. 1998, Shweiki et al. 1992). Bei der
Tumor-Entwicklung spielt die Angiogenese eine wesentliche Rolle. Da die Versorgung der
Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen nur tber sehr kurze Distanzen gewabhrleistet ist, ist die
Neubildung von BlutgeféaRen wéhrend des Tumor-Wachstums unerlasslich (Ferrara et al.
1996, Hanahan et al. 1996). Eine erhohte VEGF-Expression wurde bereits fur zahlreiche
Tumorarten nachgewiesen (z.B.: Lungenkrebs, Darmkrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs,
Brustkrebs) und korreliert haufig mit einer schlechteren Prognose fir die betroffenen Patien-
ten (Carmeliet 2005, Ellis et al. 2008, Gasparini 2000, Herbst et al. 2005, Kabbinavar et al.
2003, Kindler et al. 2005).

Das VEGF-A-Gen umfasst 7 Introns und 8 Exons. Durch alternatives Spleil3en kdnnen zahl-
reiche Isoformen generiert werden, welche sich in ihrer Funktion und Rezeptorspezifitat un-
terscheiden (Bates et al. 2002, Delcombel et al. 2013, Neufeld et al. 1999, Park et al. 1993,
Poltorak et al. 1997). Urspriinglich wurde angenommen, dass die VEGF-Aktivitat spezifisch
auf Endothelzellen restringiert ist. Mittlerweile wurde jedoch nachgewiesen, dass auch viele
andere Zelltypen VEGF-Rezeptoren exprimieren und somit durch VEGF beeinflusst werden
kénnen. Die Regulation der VEGF-A-Expression ist auf3erst komplex und wird unter anderem
durch die Regulation der Transkription, der mRNA-Stabilitat, des Spleiliens und der Transla-
tion vermittelt (Akiri et al. 1998, Levy et al. 1998, Onesto et al. 2004, Shih et al. 1999). Die
Regulation der VEGF-A-Expression unter Hypoxie ist bereits eingehend untersucht worden
und erscheint besonders interessant im Zusammenhang mit der Kanzerogenese. Unter hy-
poxischen Bedingungen, wie sie auch in Tumorgeweben vorkommen, wird der Transkripti-
onsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible-factor 1) aktiviert, welcher unter anderem die Transkripti-
on des VEGF-A-Gens induziert (Forsythe et al. 1996, Liu et al. 1995, Tsuzuki et al. 2000).
Die erhohte VEGF-A-Expression unter Hypoxie wird sowohl durch die Transkriptions-
Induktion als auch durch eine erhéhte mRNA-Stabilitat vermittelt (Arcondeguy et al. 2013,
Claffey et al. 1998, Cohen et al. 1996, Dibbens et al. 1999, Levy et al. 1996, Levy 1998,
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Shima et al. 1995). An den molekularen Mechanismen sind verschiedene RNA-bindende
Proteine und auch miRNAs (microRNAS) beteiligt (Coles et al. 2004, Levy et al. 1998,
Madanecki et al. 2013, Onesto et al. 2004, Shih et al. 1999, Vumbaca et al. 2008).

Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass auch das HCV einen Einfluss auf die VEGF-A-
Expression ausubt (Abe et al. 2012, Nasimuzzaman et al. 2007, Ripoli et al. 2010). So be-
schrieben Nasimuzzaman und Kollogen, dass HCV-Infektionen durch Aktivierung verschie-
dener Signalwege den Transkriptionsfaktor HIF-1 aktivieren kdnnen, wodurch die Expression
von VEGF-A erhoht wird (Nasimuzzaman et al. 2007). Dabei beeinflusst die HCV-Infektion
die Calcium-Homoostase in den Wirtszellen, wodurch oxidativer Stress induziert wird
(Nasimuzzaman et al. 2007). Dies wiederum fiihrt zur Stabilisierung der a-Untereinheit von
HIF-1, welche in naiven Zellen permanent proteosomal degradiert wird (Kallio et al. 1998,
Kallio et al. 1999). Aufgrund der Stabilisierung von HIF-1a kann dieses in den Zellkern
translozieren, wo es mit der HIF-1-B-Untereinheit dimerisiert und anschlie3end als Transkrip-
tionsfaktor agiert. Auch zentrale zellulare Kinasen wie die Akt-Kinase (Protein-Kinase B) und
die p42/44-MAP-Kinase (mitogen activated protein kinase), sowie die Transkriptionsfaktoren
NF-kB und STAT3 sind an der HCV-induzierten Stabilisierung von HIF-1a, sowie der Stimu-
lation der VEGF-A-Synthese beteiligt (Nasimuzzaman et al. 2007). Ahnliche Resultate wur-
den auch in anderen Studien erzielt (Abe et al. 2012, Hassan et al. 2009, Ripoli et al. 2010).
So konnten Hassan et al. sowie Abe et al. zeigen, dass das HCV-core-Protein Uber ver-
schiedene Signalkaskaden die VEGF-A-Synthese stimuliert (Hassan et al. 2009). Diese Au-
toren beschrieben weiterhin, dass HIF-1a an diesem Prozess beteiligt ist. Der Einfluss des
HCV auf die VEGF-A-Expression ist vor allem vor dem Hintergrund von Bedeutung, dass
das HCV in der Regel zu chronischen Infektionen fuhrt, welche die Entstehung hepatozellu-
larer Karzinome hervorrufen kann. Mehrere Studien belegen eine gesteigerte VEGF-
Synthese in HCV-infizierten Patienten, welche mit einer erhdhten hepatischen Angiogenese
einhergeht (Hassan et al. 2009, Helaly et al. 2006, Mee et al. 2010).

Interessanterweise scheint eine erhdhte VEGF-Expression die HCV-Transmission zu be-
glnstigen (Mee et al. 2010). So konnte gezeigt werden, dass eine erhthte VEGF-Expression
die Integritat von tight junctions stort und die hepatozellulare Polaritat reduziert (Mee et al.
2010). Diese Veranderungen begulnstigen den Eintritt des HCV in die Wirtszellen. Durch In-
hibieren des VEGF-Signalwegs in Hepatom-Zellen wird die hepatozellulare Polaritat hinge-
gen beglnstigt und die Permissivitat fir das HCV reduziert. Zudem beeinflusst VEGF die
Lokalisierung und Phosphorylierung des Proteins Occludin (Harhaj et al. 2006, Kevil et al.
1998, Mee et al. 2010, Schmitt et al. 2004), welches als essentieller Faktor fir das HCV-
entry bekannt ist (Benedicto et al. 2009, Liu et al. 2009, Ploss et al. 2009). Es wurde postu-
liert, dass die erhdhte VEGF-Synthese HCV-infizierter Zellen neben der erhéhten Angioge-
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nese auch eine erhdhte Permissivitat der Hepatozyten fir das HCV induziert (Mee et al.
2010). In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnten im Lebergewebe chronisch HCV-

infizierter Patienten HCV-infizierte Foci nachgewiesen werden (Liang et al. 2009).

1.4 Vorarbeiten

Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung der von Fr. Dipl. Biol. Eileen Winkler durchge-
fuhrten Studien dar. Zur besseren Verstandlichkeit der vorliegenden Arbeit sollen deshalb
zunéchst die von ihr erarbeiteten Ergebnisse zusammengefasst werden.

Im Zuge ihrer Arbeit untersuchte Fr. Dipl. Biol. Winkler den Einfluss der Replikation des HCV-
Replikons JFH1 (vgl. 1.1.4) auf die Expression ausgewahlter zellularer Gene in Huh7-Zellen.
Dabei war das VEGF-A-Gen von besonderem Interesse, da bereits bekannt war, dass das
HCV einen Einfluss auf dessen Expression ausitbt (Abe et al. 2012, Hassan et al. 2009,
Nasimuzzaman et al. 2007, Ripoli et al. 2010) (vgl. Kapitel 1.3). Fr. Dipl. Biol. Winkler konnte
erstmals nachweisen, dass die Replikation des HCV-Replikons nach transienter (vorruber-
gehender) Transfektion in Huh7-Zellen zu einer verringerten Degradation der VEGF-A-
MRNA fuhrt. Diese Beobachtung indizierte einen bislang unbekannten Mechanismus, wel-
cher neben der von anderen Autoren beschriebenen verstarkten VEGF-Transkription (Abe et
al. 2012, Nasimuzzaman et al. 2007, Ripoli et al. 2010) einen Einfluss auf die VEGF-
Synthese haben kénnte. Bei Induktion von oxidativem Stress in den Huh7-Zellen, sowie bei
transienter Replikation eines WNV-Replikons konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden.
Dies war eine entscheidende Beobachtung, da WNV und HCV hinsichtlich ihrer Genomorga-
nisation ahnlich und bezuglich ihrer phylogenetischen Einordnung nahe verwandt sind. Des-
halb wurde aus den Daten geschlussfolgert, dass der Einfluss auf die Degradation der
VEGF-A-mRNA einen flir das HCV spezifischen Effekt darstellt. Eine erste Charakterisierung
der Ursachen des posttranskriptionellen Effekts auf die VEGF-A-mRNA war zentraler Punkt
der Arbeit von Fr. Dipl. Biol. Winkler.

Zunachst konnte Fr. Dipl. Biol. Winkler zeigen, dass die HCV-induzierte erhdhte Stabilitat der
VEGF-A-mRNA, im Gegensatz zu dem bereits beschriebenen Mechanismus der Hypoxie-
induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung (Claffey et al. 1998, Dibbens et al. 1999, Levy et
al. 1998, Shima et al. 1995), nicht durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 vermittelt wird.

Des Weiteren wurde die Bedeutung von SGs (Stress Granula) fir die beobachtete posttran-
skriptionelle Regulation der VEGF-A-mRNA untersucht. Diese Granula kdnnen unter diver-
sen Stress-induzierenden Bedingungen von Zellen gebildet werden und entstehen in der
Regel korrelierend mit der Phosphorylierung des elF2a-Proteins. Die elF2a-Phosphorylie-
rung limitiert die Verfligbarkeit des elF2-GTP-tRNA"*-Komplexes, wodurch die Translations-

Initiation inhibiert wird. Infolgedessen werden Pra-Initiationskomplexe gebildet, denen essen-
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tielle Translations-Initiationsfaktoren (elF2, elF5) fehlen. Die in den Pra-Initiationskomplexen
enthaltenen Transkripte werden von verschiedenen RNA-bindenden Proteinen (RBP) wie
TIA-1 (T-cell restricted intracellular antigen 1) und TIAR (TIA-1-related protein) gebunden,
wodurch SGs formiert werden. Sobald die Stress induzierenden Bedingungen nicht mehr
prasent sind, disaggregieren die SGs. Da SGs als Orte zur Zwischenspeicherung von
MRNAs diskutiert werden (Kedersha et al. 2002a, Kedersha et al. 2000, Kedersha et al.
2005), untersuchte Fr. Dipl. Biol. Winkler im Rahmen ihrer Arbeit, ob die durch die Replikati-
on des HCV-Replikons induzierte verringerte Degradation der VEGF-A-mRNA durch SGs
vermittelt wird. Unter anderem wurden Studien mit einer Huh7-Zelllinie durchgefiihrt, in wel-
cher das HCV-Replikon persistent repliziert (im Folgenden bezeichnet als persistente HCV-
Zelllinie; siehe auch Kapitel 2.1.3 und 3.3.5). Dabei erméglicht die von dem HCV-Replikon
vermittelte Geneticin-Resistenz die Selektion Replikon-enthaltender Zellen, wodurch die
permanente Replikation des HCV-Replikons in der persistenten HCV-Zelllinie gewahrleistet
ist. Trotz der dauerhaften Replikation des HCV-Replikons unterschied sich die Degradation
der VEGF-A-mRNA in der persistenten HCV-Zelllinie nicht von der in naiven Huh7-Zellen. Es
war somit von Interesse, warum die transiente Replikation des HCV-Replikons in Huh7-
Zellen zu einer verringerten VEGF-A-mRNA-Degradation fiihrt, nicht jedoch dessen persis-
tente Replikation. Eine Beteiligung der SGs an der verringerten Degradation erschien zu-
nachst plausibel, da bei transienter HCV-Replikation SGs detektierbar waren, nicht jedoch in
der persistenten HCV-Zelllinie. Wurde jedoch durch oxidativen Stress in der persistenten
HCV-Zelllinie die Formierung von SGs ausgelost, konnte keine Anderung der VEGF-A-
MRNA-Degradation beobachtet werden. Zur weiteren Untersuchung wurden drei wesentlich
an der SG-Formierung beteiligte Proteine (TIA-1, TIAR und GTPase 3 activating binding pro-
tein 1-G3BP1) mittels RNAi in Huh7-Zellen depletiert und diese mit dem HCV-Replikon tran-
sient transfiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei Depletion des Proteins TIA-1 die
Replikation des HCV-Replikons keinen Einfluss auf die VEGF-A-mRNA-Degradation ausubt.
Bei Depletion der Proteine TIAR und G3BP1 konnte dies nicht beobachtet werden. Aufgrund
dieser und weiterer Daten, wurde geschlussfolgert, dass nicht die SGs selbst, sondern das
fur die SG-Formierung bedeutsame Protein TIA-1 einen essentiellen Faktor fir die HCV-
induzierte verringerte Degradation der VEGF-A-mRNA darstellt. In Ubereinstimmung mit die-
sen Resultaten, wurde auch in anderen Studien beschrieben, dass SGs entgegen der ur-
sprunglichen Annahme von untergeordneter Bedeutung fir die Regulation der mRNA-
Translation und -Degradation sind (Bley et al. 2015, Buchan et al. 2009, Hofmann et al.
2012, Mokas et al. 2009).

In humanen Zellen existieren zwei Isoformen von TIA-1, welche durch alternatives Splei3en

generiert werden. Durch Uberexpressionsstudien mit beiden TIA-1-Isoformen in Huh7-Zellen
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und der persistenten HCV-Zelllinie konnte Fr. Dipl. Biol. Winkler zeigen, dass bei Uberex-
pression (UE) der kiurrzeren Isoform von TIA-1 (TIA-1vl) in der persistenten HCV-Zelllinie eine
tempordre Reduktion des VEGF-A-mRNA-Abbaus induziert werden kann. Die UE beider
Isoformen in Huh7-Zellen, sowie die UE der langeren Isoform (TIA-1vll) in der persistenten
HCV-Zelllinie hatte dagegen keinen Einfluss auf den Abbau der VEGF-A-mRNA. Somit
scheint spezifisch die kirzere Isoform von TIA-1 an der HCV-induzierten verringerten Degra-
dation beteiligt zu sein. Da die UE von TIA-1vl in Huh7-Zellen keinen Einfluss auf die Degra-
dation der VEGF-A-mRNA zeigte, wurde geschlussfolgert, dass zusatzlich die Replikation
des HCV-Replikons fur den beobachteten posttranskriptionellen Effekt essentiell ist.

Des Weiteren untersuchte Fr. Dipl. Biol. Winkler, welche viralen Komponenten den beobach-
teten posttranskriptionellen Effekt auf die VEGF-A-mRNA bedingen. Es erschien plausibel,
dass die beobachtete HCV-vermittelte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA direkt oder indirekt
die Folge der Prasenz eines der viralen Proteine in der Wirtszelle darstellt. Deshalb wurden
die einzelnen Protein-codierenden Bereiche des HCV-Replikons in Huh7-Zellen Uberexpri-
miert. Es konnte jedoch fiir keines der Proteine ein Einfluss auf die Degradation der VEGF-
A-mRNA detektiert werden. Somit blieb die Frage ungeklart, welche viralen Determinanten
zu der HCV-induzierten verringerten Degradation der VEGF-A-mRNA fiihren. Zudem konn-
ten der zugrunde liegende Mechanismus des verringerten Abbaus, sowie die Bedeutung des
TIA-1 fur diesen posttranskriptionellen Effekt im Rahmen der Arbeit von Fr. Dipl. Biol. Winkler
nicht aufgeklart werden.

Zum Zeitpunkt der Einreichung der vorliegenden Arbeit befand sich die Dissertationsschrift
von Fr. Dipl. Biol. Winkler noch in der Vorbereitung. Samtliche Beziige und Verweise auf die

von ihr erarbeiteten Ergebnisse sind deshalb gesondert gekennzeichnet (*).

1.5 Zielstellung

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Replikation des subgenomischen HCV-
Replikons JFH1 in einer humanen Leberzelllinie die Degradation der VEGF-A-mRNA redu-
ziert und dadurch die VEGF-A-Synthese erhéht (). Da das HCV im Zuge chronischer Infekti-
onen hepatozellulare Karzinome hervorrufen kann, erscheint das VEGF-A, welches den be-

deutsamsten Faktor der Angiogenese reprasentiert, von besonderem Interesse.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die von Fr. Dipl. Biol. Winkler erarbeiteten Er-
kenntnisse vervollstandigt werden. Dabei sollten zum einen die viralen Komponenten identi-
fiziert werden, die den verdnderten VEGF-A-mRNA-Abbau induzieren und zum anderen die

zellularen Determinanten identifiziert werden, welche die Stabilisierung dieser mRNA vermit-
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teln. Des Weiteren sollte die Rolle von TIA-1 fir den beobachteten posttranskriptionellen

Effekt identifiziert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, wenn
nicht anders angegeben, von den Firmen AppliChem (Darmstadt, D), Carl Roth (Karlsruhe,
D), Diagonal (Munster, D), life Technologies (Carsbad, USA) Merck (Darmstadt, D), Serva
(Heidelberg, D), Sigma-Aldrich (St.Louis, USA), ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) und
Th. Geyer (Renningen, D) bezogen. Bei Verwendung kommerziell bezogener Reagenzien
und Enzyme wurden, wenn nicht anders angegeben, die vom Hersteller mitgelieferten Puffer
verwendet. Samtliche verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate sind im
Anhang zusammengefasst. Sonstige verwendete Puffer und Losungen wurden nach Stan-
dardprotokollen (Sambrook 2001) hergestellt und bei Bedarf durch autoklavieren (121°C;
20 min; 1,2 bar) oder filtrieren (Rotilabo®-Spritzen-Filter; PVDF; steril; Carl Roth) sterilisiert.

2.1.1 Kulturmedien und Antibiotika zur Kultivierung von Bakterien und hu-
manen Zelllinien

Zur Kultivierung der im Rahmen dieser Arbeit genutzten humanen Zelllinien wurde das Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit FCS (fetales Kalberserum), Biotin, Hypo-
xanthin, Penicillin und Streptomycin versetzt. Die entsprechenden Endkonzentrationen koén-

nen Tabelle 2.1 entnommen werden.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Kulturmediums fir humane Zelllinien

Bestandteil Endkonzentration Hersteller

FCS 10% PAN Biotech (Aidenbach, D)

Biotin 0,1 pg/ml Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)

Hypoxanthin 0,25 pg/ml Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)

Penicillin 100 U/ml GIBCO® life technologies™ (Carlsbad, CA, USA)
Streptomycin 100 pg/ml GIBCO® life technologies™ (Carlsbad, CA, USA)

Die Herstellung des LB-Mediums zur Kultivierung von E. coli (Escherichia coli) erfolgte nach
Sambrook und Russel (Sambrook 2001) in H,O44. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 2.2
dargestellt. Zur Herstellung von LB-Platten wurde dem Medium zusétzlich 1,5% Agar hinzu-
gefligt. Gegebenenfalls wurden dem verwendeten Medium entsprechende selektive Antibio-

tika zugesetzt. Die Endkonzentrationen sind in

Tabelle 2.3 zusammengefasst. Die Antibiotika wurden als Stammldsungen in H,Oq44 herge-
stellt und anschlieRend steril filtriert (Rotilabo®-Spritzenfilter; PVDF; steril; Carl Roth).
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Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Kulturmediums fur E. coli

Kulturmedium Bestandteil Endkonzen- Hersteller
tration
LB-Medium Bacto'" Trypton 1% (w/v) BD-Biosciences (Heidelberg, D)
Bacto'" Yeast Extract  0,5% (W/v) BD-Biosciences (Heidelberg, D)
NaCl 1% (wiv) Carl Roth GmbH + Co.KG (Karlsruhe, D)
NaOH 1 mM Merck (Darmstadt, D)
LB-Agar- LB-Medium
Medium Bacto' Agar 1,5% (wiv) BD-Biosciences (Heidelberg, D)

Tabelle 2.3: Konzentrationsangaben der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration Hersteller

Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml Carl Roth GmbH + Co.KG (Karlsruhe, D)
Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/mi Carl Roth GmbH + Co.KG (Karlsruhe, D)
Geneticin (G418) 20 mg/ml 800 pg/ml life technologies™ (Carlsbad, CA, USA)
Blasticidin 7,5 mg/ml 5 pg/mi life technologies™ (Carlsbad, CA, USA)
2.1.2 Bakterienstdmme und deren Kultivierung

E. coli (Escherichia coli) wurde aerob entweder unter Schutteln (250 rpm) in flissigem LB-
Medium (siehe Tabelle 2.2) oder auf LB-Agar-Platten (94 x 16 mm, Corning, Amsterdam, NL)
kultiviert. Dabei wurde in der Regel der E. coli-Stamm TOP10 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
D) verwendet. Der Stamm HB101 wurde fir samtliche Arbeiten mit Plasmiden genutzt, wel-
che fur die BVDV-Replikons [BVDV bzw. DI9c und BVDV-mut bzw. DI9c-mut (vgl. 3.3.7 und
8.3) codieren. Die Anzucht erfolgte bei 37°C lber Nacht.

Tabelle 2.4: Bezeichnung und Genotyp der verwendeten E. coli-Stamme

Bakterien- Genotyp Referenz

stamm

TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 life technologies™
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK (Carlsbad, CA, USA)
rpsL (StrR) endAl nupG A

HB101 F- mcrB mrr hsdS20(rg” mg’) recA13 leuB6 ara-14 life technologies™

proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(Sm") ginv44 A° (Carlsbad, CA, USA)

2.1.3 Humane Zelllinien und deren Kultivierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die humanen Zelllinien Huh7 (human hepatocellular carci-
noma, Prof. Dr. R. Bartenschlager, Universitat Heidelberg, D), Huh7-JFH1 (=persistente
HCV-Zelllinie, Dr. René Geildler, Mikrobielle Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Halle, D), HeLa (Mikrobielle Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Halle, D) und Hek293T-REx™ (human embryonic kidney, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, D) verwendet. Die Huh7-Zelllinie entstammt einem humanen hepatozellularen
Karzinom und diente verschiedenen Untersuchungen mit viralen Replikons. Diese Zelllinie

wurde zudem von Dr. René Geildler verwendet, um die persistente HCV-Zelllinie zu generie-
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ren. Dabei wurden die Huh7-Zellen mit einem bicistronischen HCV-Replikon des Genotyps
2a (JFH1, vgl. 1.1.4 und 3.1) mittels Elektroporation transfiziert und anschlieRend in Geneti-
cin-haltigem DMEM (vgl. 2.1.1) kultiviert. Das in den positiv transfizierten Huh7-Zellen repli-
zierende HCV-Replikon vermittelt dabei die Geneticin-Resistenz, da es fur die Neomycin-
Phosphotransferase Il codiert, welche das Antibiotikum inaktiviert. Durch Kultivieren transient
transfizierter Zellen in Geneticin-haltigem Kulturmedium koénnen somit die Replikon-
enthaltenden Zellen selektiert werden, da Zellen ohne funktionales Replikon absterben. Bei
der Hek293T-REx™-Zelllinie handelt es sich um eine humane embryonale Nierenzelllinie,
welche durch Transfektion mit Teilen des Adenovirus (Subtyp 5) generiert wurde und das
SV40 large T-Antigen exprimiert. Die einem humanen Zervixkarzinom entstammenden Hela-
Zellen stellen die erste jemals etablierte permanente Zelllinie dar. Sie entstammen der Pati-
entin Henrietta Lacks und waren urspriinglich mit dem humanen Papillomvirus 18 infiziert.
Die humanen Zelllinien wurden im Allgemeinen in 100 mm x 25 mm-Kulturschalen (Corning,
Amsterdam, NL) mit je 10 ml DMEM (inklusive Zusatze) bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
5% CO, (CO,- Inkubator CB-150, Binder GmbH, Tuttlingen, D) kultiviert. Bei Erreichen einer
Konfluenz von etwa 90% wurden die Zellen mit 5 ml PBS (1,5 mM KH,PO,4 pH 7,2; 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM Na,HPO,) gewaschen und anschliel3end mit 0,25% Trypsin/1 mM
EDTA benetzt. Nach 2 - 5 min wurden die Zellen in DMEM (inklusive Zusatze) resuspendiert
und zur weiteren Kultivierung ausgesat. Dabei enthielt das Medium zur Selektion der persis-
tenten HCV-Zelllinie zusatzlich 800 pug/ml Geneticin (vgl. 2.1.1) bzw. 5 pg/ml Blasticidin zur
Selektion der Hek293T-REx™-Zellen (vgl. 2.1.1).

214 Langenstandards

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Langenstandards sind in Tabelle 2.5 dargestellt.

Tabelle 2.5: verwendete Langenstandards

Langenstandard Hersteller

GeneRuler 1 kb DNA ladder

GeneRuler 50 bp DNA Ladder

Ribo Ruler™ High Range RNA ladder life technologies™ (Carlsbad, CA, USA)
Ribo Ruler™ low Range RNA ladder

Page Ruler, prestained protein ladder

2.1.5 Ribonukleosidtriphosphate und Desoxyribonukleosidtriphosphate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Nukleotide sind in Tabelle 2.6 dargestellt.

Tabelle 2.6: verwendete Nukleosidtriphosphate

Nukleosidtriphosphat Hersteller

Desoxynucleoside Triphosphate Set Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Ribonucleoside Triphosphate Set Roche Diagnostics (Mannheim, D)
m7GpppG (cap-Analog) Jena Bioscience (Jena, D)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2211 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien mit TRIZOL

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zellen erfolgte mittels der TRIZOL-Methode.
Dazu wurden die Zellen auf der Kulturschale mit PBS (1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM Na,HPO,) gewaschen, in 1 ml TRIZOL resuspendiert und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefal3 Gberfuhrt. Zur Phasentrennung wurden 200 pl Chloroform zugegeben
und das Gemisch fur 5 min bei Raumtemperatur geschuttelt (Schittler, VIBRAX VXR basic,
IKA® Staufen, D). Nach einer drei-minttigen Inkubationszeit wurde das Gemisch fir 15 min
bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert (Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D). Die RNA der wassrigen Phase wurde anschlie3end mittels
Isopropanol gefallt (Endkonzentration 50%, 15 min, RT). Durch Zentrifugation fir 15 min bei
4°C und 13000 rpm wurde die RNA pelletiert und anschlieRend mit 500 ul 70%igem Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde im Folgenden fir 10 min getrocknet (RT) und in einem geeig-
neten Volumen an H,Os (Nuklease-freies Wasser, Sigma-Aldrich St. Louis, USA) aufge-
nommen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. Die isolierte RNA wurde anschlieRend
fur analytische Zwecke (z.B. PCR, gRT-PCR; vgl. 2.2.1.13) oder praparative Zwecke (z.B.

Klonierung humaner Gene aus humanen Zellen, vgl. 2.2.1.2) verwendet.

TRIZOL

0,8 M Guanidiniumthiocyanat

0,4 M Ammoniumthiocyanat

0,1 M Natriumacetat

5% Glycerin

38%  Phenol, wassergesattigt, stabilisiert

2.2.1.2 cDNA-Erststrangsynthese

Die cDNA-Erststrangsynthese (reverse Transkription) wurde zur Quantifizierung von Tran-
skripten (vgl. 2.2.1.13.3) und zur Klonierung humaner Gene (vgl. 2.2.1.13.1) verwendet. Da-
bei wird die eingesetzte RNA (vgl. 2.2.1.1) mittels der reversen Transkriptase (RevertAid™,
Thermo Scientific, Bonn, D) in cDNA umgeschrieben, welche anschlieRend mittels PCR oder
gRT-PCR amplifiziert werden kann. Im Allgemeinen wurde ein Poly(A)-spezifischer oligo(dT)-
Primer verwendet. Falls erforderlich, wurde stattdessen (oder zusétzlich) ein Transkript-
spezifischer Primer eingesetzt. Die cDNA-Erststrangsynthese wurde in zwei Schritten durch-
gefuhrt. Im ersten Schritt wurde 1 pg der RNA mit 10 pmol des/der Primer(s) in einem Volu-
men von 12,5 ul gemischt. Dieser Reaktionsansatz wurde zun&chst fur 5 min bei 80°C und
fir 5 min bei 60°C inkubiert. AnschlieRend wurde der im Folgenden aufgefiihrte Reaktions-

Mix zugesetzt und der Ansatz fir 60 min bei 42°C inkubiert. Zur Inaktivierung der reversen
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Transkriptase schloss sich eine 10-mindtige Inkubation bei 70°C an. Die Lagerung der cDNA
erfolgte bei -20°C. Fiur den nachfolgenden Nachweis des IFNB-Transkripts wurde die isolierte
Gesamt-RNA zunachst mit den Restriktionsenzymen Bglll, Dpnl und EcoRI behandelt und
vor der cDNA-Erststrangsynthese erneut gereinigt (siehe 2.2.1.4), um Kontaminationen mit

genomsicher DNA zu reduzieren.

Reaktions-Mix

4 ul 5x Reaction Buffer for RT

2 ul 10mM dNTP-L8sung

0,25 pl  Ribolock (40 U/ul)

0,25 ul  Reverse Transkriptase (200 U/pul)
05ul  HyOf

2.2.1.3 in vitro Transkription

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit diente die in vitro Transkription zur Synthese von RNA-
Molekilen fur die Transfektion humaner Zellen. Alle Transkripte wurden in run-off-
Transkriptionen synthetisiert, was bedeutet, dass die RNA-Polymerase nach erfolgter Tran-
skription am 3"-Ende der DNA-Matrize von dieser dissoziiert. Deshalb wurde als Template fur
die in vitro Transkriptionen entsprechend linearisierte Plasmid-DNA eingesetzt. Im Folgen-
den ist reprasentativ ein Reaktionsansatz unter Verwendung der T7-Polymerase (Agilent

Technologies, Santa Clara, USA) aufgefuhrt.

Reaktionsansatz

8 ul 5x Transkriptions-Puffer

4 pl 10mM rNTP-L6sung

0,4 pl IMDTT

0,5 pl Ribolock (40 U/ul)

1l T7 RNA-Polymerase (50 U/pl)
1ug Plasmid-DNA (linearisiert)

ad 40 H,Ox

Far in vitro Transkriptionen des WNV-, des WNV-mut- und des Sindbis-Replikons wurde zu-
séatzlich ein cap-Analog (m’GpppG, Jena Bioscience, Jena, D) verwendet (Endkonzentration
im Reaktionsansatz 0,8 mM). In diesem Fall wurde die Endkonzentration des rGTP auf
0,5 mM reduziert.

Der Reaktionsansatz wurde fur 3 h bei 37°C inkubiert und anschlie3end durch Zugabe von
10 U DNasel (Roche, Mannheim, D) die Template-DNA hydrolysiert (1 h, 37°C). Die Reini-

gung der in vitro Transkripte erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben.

2214 Reinigung von RNA aus Reaktionsanséatzen

Die Reinigung von RNA aus Reaktionsansatzen erfolgte mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion. Dazu wurde die RNA-Lésung mit 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

(25:24:1; Phenol wassergesattigt, equilibriert) versetzt und fir 5 min geschiittelt (Schttler,

19



Material und Methoden

VIBRAX VXR basic, IKA® Staufen, D). Nach einer drei-minitigen Zentrifugation (Mikro
200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) wurde die wass-
rige Phase in ein neues Reaktionsgefal? tberfihrt und mit 1 Vol Chloroform gemischt. An-
schlieBend wurde der Reaktionsansatz erneut unter Schitteln inkubiert und zentrifugiert und
die wassrige Phase wiederum in ein neues Reaktionsgefal? tberfuhrt. Im Folgenden wurde
die RNA durch Zugabe von 2,5 Vol 100%igem Ethanol und 0,1 Vol Ammoniumacetet (6 M)
fur 15 min bei RT gefallt und durch Zentrifugation (4°C, 13000 rpm, 15 min) pelletiert. Das
Pellet wurde mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen und 10 min bei RT getrocknet. An-
schlieRend wurde die RNA in einem geeigneten Volumen H,Os aufgenommen und bei -80°C
gelagert. Vor der weiteren Verwendung wurde die Konzentration der RNA bestimmt (vgl.
2.2.1.14). Die Qualitadt gereinigter in vitro Transkripte wurde auf einem Formaldehyd-
Agarose-Gel Uberprift (vgl. 2.2.1.15).

2.2.15 Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA-Fragmenten aus Reaktionsanséatzen erfolgte entweder unter Ver-
wendung eines kommerziell erhaltlichen Systems (GeneJet™ PCR Purification Kit, Fermen-
tas GmbH, St. Leon-Rot, D) oder durch Phenol-Chloroform-Extraktion. Hierzu wurde die
DNA-L6sung mit 1 Vol Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1; Phenol equilibriert, nicht
stabilisiert) versetzt und fir 5 min geschuttelt (Schittler, VIBRAX VXR basic, IKA® Staufen,
D). Nach drei-minttiger Zentrifugation (13000 rpm, RT; Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach,
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) wurde die wassrige Phase in ein neues Re-
aktionsgefald Uberfihrt und zwei Mal durch analoge Vorgehensweise mit Chloroform extra-
hiert. Anschlieend wurde die DNA durch Zugabe von 2,5 Vol 100%igem Ethanol und
0,1 Vol Natriumacetat (3 M; pH 5,3) fir 30 min bei -20°C gefallt. Durch Zentrifugation
(13000 rpm, 4°C, 15 min) wurde die DNA pellettiert und anschlieBend mit 500 ul einer
70%igen Ethanol-Losung gewaschen. Im Folgenden wurde das Pellet bei RT flr 10 min ge-
trocknet und in einer geeigneten Menge sterilem H,Oq44 resuspendiert.

Falls erforderlich (z.B. aufgrund unerwinschter DNA-Spezies im Reaktionsansatz) erfolgte
die Reinigung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.15) und
anschlieRender Gelextraktion unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Systems
(GeneJet™ Gel Extraktion Kit, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) entsprechend der Anga-
ben des Herstellers. DNA-L6sungen wurden bei -20°C gelagert. Vor der weiteren Verwen-
dung wurde die Konzentration photometrisch bestimmt (vgl. 2.2.1.14) und die Qualitat durch

Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 2.2.1.15) Uberpruft.
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2.2.1.6 Restriktionshydrolyse von DNA

Die spezifische Restriktionshydrolyse von DNA wurde fir analytische Zwecke (ldentifikation
von korrekten Plasmiden bei Klonierungen) und fir praparative Zwecke (Herstellung von
DNA-Fragmenten und Plasmiden fir die Ligation, Linearisierung von Plasmiden fir an-
schlieBende in vitro Transkriptionen) verwendet. Die Restriktionsenzyme, sowie die entspre-
chenden Inkubationspuffer wurden von den Firmen Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D) und
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main, D) bezogen. Die Reaktionsbedingungen wur-
den entsprechend der Angaben des Herstellers fir das jeweilige Enzym gewahlt. Im Allge-
meinen wurden analytische Restriktionsansatze in einem Gesamtvolumen von 20 pl durch-

geflihrt, praparative hingegen in 200 pl.
2217 Dephosphorylierung von 5'Phosphatgruppen

Die Dephosphorylierung von 5 Phosphatgruppen wurde verwendet, um die Religation von
hydrolisierter Plasmid-DNA zu verhindern. Zu diesem Zweck wurde die DNA entsprechend
der Angaben des Herstellers mit alkalischer Phosphatase inkubiert (FastAP™ Thermosensi-
tive Alkaline Phosphatase, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) und anschliel3end gereinigt
(vgl. 2.2.1.5).

2.2.1.8 Phosphorylierung von 5"Hydroxylgruppen

Die Phosphorylierung von PCR-Fragmenten fiir nachfolgende Ligationen erfolgte durch die
T4-Polynukleotidkinase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) entsprechend der Angaben des

Herstellers. Vor der weiteren Verwendung wurde die DNA gereinigt (vgl. 2.2.1.5).

2219 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationsreaktionen wurden unter Verwendung der T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific, Bonn,
D) in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefuhrt. Das molare Verhdltnis von Vektor- zu
Fragment-DNA betrug etwa 1:3. Die Reaktionen wurden entweder fur 2 h bei 22°C oder tber
Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.2.1.10 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Chemisch kompetente E. coli-Zellen wurden mittels der Rubidiumchlorid-Methode nach
Sambrook et al. generiert (Sambrook 1989). Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit einer Einzel-
kolonie des E. coli-Stamms TOP10 (vgl. Tabelle 2.4) beimpft und lber Nacht bei 37°C und
250 rpm (Universalschiittler SM 30 A, Hechingen, D) inkubiert. Am Folgetag wurden 100 ml
LB-Medium mit 1 ml der Ubernachtkultur beimpft und die Zellen bei 37°C und 250 rpm bis

zum Erreichen einer ODgy Von 0,4 - 0,6 inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen entnom-
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men, 10 Minuten auf Eis abgekuhlt und durch Zentrifugation (3000 rpm, 10 min, 4°C; Rotina
38 R, Winkelrotor 6-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen) pelletiert. Das gene-
rierte Zellpellet wurde in 30 ml kalter Tfbl-Losung (30 mM KAc; 100 mM RbCI; 10 mM CacCly;
50 mM MnCl,; 15% v/v Glycerin; pH 5,8) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Im Fol-
genden wurden die Zellen erneut zentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4°C) und das Zellpellet in
4 ml kalter Tfbll-Lésung (10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CacCl,; 10 mM RbCI; 15% v/v Glyce-
rin) resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zelllésung aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation der chemisch kompetenten Zellen wurden 50 -100ul der Zellen auf Eis
aufgetaut (10 min) und anschlielRend mit der zu transformierenden DNA (50 ng Plasmid-DNA
bzw. 5 pl Ligationsansatz) fur 20 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte mittels
Hitzeschock fur 90 s bei 42°C, gefolgt von erneuter Inkubation auf Eis fir 2 min. Nach Zuga-
be von 500 pl LB-Medium (vgl. 2.1.1) wurden die Zellen fir 30 - 90 min bei 37°C unter leich-
tem Schiitteln (200 rpm) inkubiert und anschliel3end 50 pl (bei Plasmid-DNA) bzw. 100 pl
(bei Ligationsansatzen) der Zellsuspension auf LB-Platten mit entsprechenden selektiven
Antibiotika ausplattiert. Nach Inkubation der Zellen tber Nacht bei 37°C wurden positive
Klone mittels Kolonie-PCR (vgl. 2.2.1.13.1) oder spezifischer Restriktionshydrolyse (vgl.
2.2.1.6) identifiziert.

2.2.1.11 Préaparation von Plasmid-DNA

Abhéangig vom spateren Verwendungszweck wurde Plasmid-DNA entweder durch Plasmid-
Minipraparation (z.B. fiir nachfolgende PCR-Reaktionen oder Restriktionsanalysen) gewon-
nen oder mittels kommerziell erhéltlicher Systeme (z.B. fur praparative Zwecke oder Se-
guenzierungsreaktionen). Zur Gewinnung geringer DNA-Mengen wurden 3 ml LB-Medium
mit dem entsprechenden E. coli-Klon beimpft und tiber Nacht schiittelnd inkubiert. Am Folge-
tag wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert (Mikro 200, Hettich, Tuttlingen) und an-
schlieend die DNA entweder unter Verwendung des Plasmid-Isolationskits von peglab (Er-
langen, D) entsprechend der Angaben des Herstellers oder durch Plasmid-Minipraparation
isoliert. Hierzu wurden die pelletierten Zellen in 150 pl Lésung | [50 mM Tris-HCI (pH 8,0);
10 mM EDTA; 0,1 mg/ml RNaseA] resuspendiert und anschlieBend mit 150 pl Lésung I
(0,2 M NaOH; 1% wi/v SDS) versetzt. Das Gemisch wurde mehrmals invertiert und anschlie-
Bend 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 150 ul Lésung Il (3 M Kaliumacetat; pH 5,5)
wurde die Mischung abermals invertiert und fur 15 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich eine
15-mindtige Zentrifugation (13000 rpm, 4°C; Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Het-
tich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) an. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefan
Uberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 2,5 Vol 100%igem Ethanol gefallt (5 min auf Eis).
Durch Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4°C) wurde die DNA pelletiert. Das Pellet wurde
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mit 70%igem Ethanol gewaschen, 10 min bei RT getrocknet und in einem geeigneten Volu-
men von sterilem H,Oq4q resuspendiert. Zur Praparation gréRerer DNA-Mengen wurden das

PureYield™

Plasmid Midiprep System (Promega, Madiso, USA), bzw. (fir die Praparation
der Plasmide, welche fir das BVDV- und das BVDV-mut-Replikon codieren, vgl. 8.3) das
Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Venlo, NL) entsprechend der Angaben des Herstellers
verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind im Anhang (vgl. 8.3) zusammen-
gefasst. Die zur Generierung der Plasmide verwendeten Oligonukleotide konnen Tabelle 8.1

enthommen werden.

2.2.1.12 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) durch-

gefuhrt.

2.2.1.13 PCR (polymerase chain reaction) zur Amplifikation von DNA

Die Sequenzen und Verwendungszwecke der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide
sind im Anhang zusammengefasst (vgl. 8.1). Sie wurden von der Firma Eurofins MWG Ope-
ron (Ebersberg, D) bezogen, in sterilem H,Oq44 gelost (Stammlésung 100 pmol/pl) und bei

-20°C gelagert.
2.2.1.13.1 Standard-PCR

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden PCR-Reaktionen fir analytische Zwecke (z.B.
Amplifikation von cDNAs, Identifizierung positiver Klone) und praparative Zwecke (z.B. Gene-
rierung von DNA-Fragmenten fiir die Konstruktion von Plasmiden) verwendet. Zur Amplifika-
tion von DNA-Fragmenten flr praparative Zwecke wurde die Phusion® High-Fidelity DNA-
Polymerase (Finnzymes, Vantaa, Finnland) verwendet, die aufgrund ihrer 3"- 5" Exonuklea-
seaktivitdt eine moglichst hohe Genauigkeit bei der Amplifikation gewahrleistet. Fir analyti-

sche Zwecke wurde die DreamTaqg-Polymerase (Thermo Scientific, Bonn, D) verwendet.

Tabelle 2.7: PCR-Reaktionsansatz unter Verwendung der Phusion®-DNA-Polymerase

Komponente eingesetztes Volumen Endkonzentration
5x Phusion® Puffer 10 ul 1x

dNTPs (10 mM) 1 200 uM

forward Primer (10 pmol/pl) 2,5 pl 0,5 uM

reverse Primer (10 pmol/ul) 2,5 pl 0,5 uM
Template-DNA 1-10 ng 0,2-20 ng/ul
Phusion®-DNA-Polymerase 0,5 pl 0,02 U/ul

H>O4q ad 50 |J.|
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Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze und Parameter der PCR-Programme wurden
dem Protokoll des Herstellers der jeweiligen Polymerase entnommen. Die PCR-Reaktionen
wurden in einem MasterCycler® Thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg, D) inkubiert. Tabel-
le 2.7 zeigt beispielhaft einen PCR-Reaktionsansatz unter Verwendung der Phusion® High-
Fidelity DNA-Polymerase.

Die Reaktionstemperaturen und -Zeiten richteten sich nach der Sequenz der Primer und der
Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Die Reaktionsschritte 2 - 4 wurden 24 - 34
Mal wiederholt (siehe Tabelle 2.8). Bei Verwendung der DreamTag-Polymerase wurde die
Denaturierung bei 95°C und das annealing bei einer Temperatur, welche 5°C unterhalb der
Schmelztemperatur der Primer lag, durchgefiihrt. Die Elongationszeit wurde bei Verwendung

der DreamTag-Polymerase auf 1 min/kb erhdht.

Tabelle 2.8: PCR-Programm unter Verwendung der Phusion® DNA-Polymerase

Prozess Temperatur Zeit
1 initiale Denaturierung 98°C 30s
2 Denaturierung 98°C 10s
3 Annealing Schmelztemperatur der Primer abziiglich 3°C 30 s } 25-35 Zyklen
4 Elongation 72°C 30 s/kb
5 terminale Elongation 72°C 2-5min

2.2.1.13.2 Ortsgerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis)

Mittels ortsgerichteter Mutagenese kénnen gezielt Mutationen in dsDNA-Molekiile eingeflhrt
werden. In dieser Arbeit wurde diese Methode zur Generierung einer phosphomimetischen
Variante von elF2a verwendet. Es ist dabei entscheidend, dass die zu mutierende DNA in
einem Vektor vorliegt, welcher aus einem dam®-E. coli-Stamm isoliert wurde. Die zu mutie-
rende DNA wurde unter Verwendung der Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase und zwei
zu einander komplementaren Oligonukleotiden, welche die gewiinschte Mutation tragen, in
einer PCR-Reaktion amplifiziert. Abweichend zu dem in Kapitel 2.2.1.13.1 aufgefiihrten Pro-
tokoll wurden nur 16 - 18 Zyklen durchlaufen. AnschlieRend wurde die parentale, dam-
methylierte DNA durch Zugabe von 10 U Dpn | gespalten und der verbliebene mutierte Vek-
tor in chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert (vgl. 2.2.1.10). Durch anschliel3ende

Sequenzierung wurde der Erfolg der Mutagenese Uberpriift (vgl. 2.2.1.12).
2.2.1.13.3 Quantitative Real-Time-PCR (QRT-PCR)

Die gqRT-PCR beruht auf den gleichen Prinzipien wie die herkdmmliche PCR (Mullis et al.
1987), ermdglicht aber durch Verwendung eines mit der dsDNA interkalierenden Fluores-
zenzfarbstoffes eine Quantifizierung der amplifizierten DNA. Dabei korreliert die Fluores-

zenzintensitat mit der Zunahme der neu synthetisierten DNA. Die Grundlage der Quantifizie-
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rung stellt der c-Wert (cycle treshold) dar, welcher den PCR-Zyklus angibt, bei dem die Fluo-
reszenzintensitat der gemessenen PCR-Reaktion tber die Hintergrundfluoreszenz steigt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden gRT-PCR-Messungen zur Untersuchung der zellularen Gen-
expression, zum Nachweis viraler Replikation und zur Analyse der Degradation zellularer
MRNAs (vgl. 2.2.2.2) verwendet. Fiur die Amplifikation wurden Primer verwendet, welche
17 - 31 nt lang waren und fur die Synthese eines 70 - 150 nt langen Amplicons geeignet wa-
ren. Einen Uberblick tUber die verwendeten Primer gibt Tabelle 8.1 (Anhang). Die qRT-
Messungen erfolgten am LightCycler® 480 (Roche, Mannheim, D) unter Verwendung eines
Reaktionsmixes (SG gPCR Master Mix, Roboklon, Berlin, D), welcher abgesehen von den
spezifischen Primern und der zu messenden Probe bereits alle benétigten Komponenten
enthalt. Fur die Reaktionen wurden 50 ng RNA-Aquivalent aus der cDNA-Erststrangsythese
(vgl. 2.2.1.2) und jeweils 5 pmol der beiden Primer in einem Gesamtvolumen von 10 pl ein-

gesetzt. In Tabelle 2.9 ist ein typischer Reaktionsansatz dargestellt.

Tabelle 2.9: reprasentativer qRT-PCR-Reaktionsansatz

eingesetztes Volumen Komponente

5l Master Mix

0,5 ul forward Primer
0,5 ul reverse Primer
1u cDNA

3ul H>Ox

Die Amplifikation der cDNA erfolgte nach dem in Tabelle 2.10 aufgefihrten Programm. Nach
Ablauf der Reaktion wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um die Spezifitat der
PCR zu Uberprifen. Dabei wird die Temperatur kontinuierlich auf 95°C erhéht und simultan
die Fluoreszenzintensitat gemessen. Mit Erreichen der spezifischen Schmelztemperatur der
dsDNA-Molekiile dissoziieren diese und der Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt, wodurch
die Fluoreszenzintensitat abnimmt. Die spezifische Amplifikation eines einzelnen Produktes
ist durch einen peak bei der Schmelzkurvenanalyse charakterisiert. Mehrere peaks oder Pla-

teaus deuten auf Nebenprodukte oder Primerdimere hin.

Tabelle 2.10: Programm zur Durchfiihrung der gRT-PCR

Prozess Temperatur Dauer
1 Initialer Aktivierungsschritt fiir die HotStarTaqg™ DNA-Polymerase 95°C 15 min
2 Denaturierung 95°C 5s
3 annealing 60°C 10s
4 Elongation 72°C 15s

Wiederholung der Schritte 2 — 4 (45 x)
5 Schmelzkurvenanalyse

Die Berechnung relativer Transkriptmengen erfolgte in dieser Arbeit mittels der Ac,-Methode.

Dazu werden der c-Wert des Zielgens (ZG) und der c-Wert eines Referenzgens (RG) be-
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stimmt. Im Rahmen dieser Arbeit diente die Quantifizierung der mRNA der Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als interne Kontrolle. Das GAPDH-Gen ist ein Haus-
haltsgen und wird haufig als Referenz verwendet (Watson et al., 1972; Buehner et al., 1973).
Auch im Zuge dieser Arbeit erschien es als geeighete Kontrolle, da es sich unter den ge-
wahlten experimentellen Bedingungen als nicht differenziell reguliert erwies. Durch Subtra-
hieren des c-Werts des Referenzgens vom c-Wert des Zielgens kénnen Variationen der
eingesetzten Probenvolumina und -Qualitat ausgeglichen werden. AnschlieRend wurden die
so normalisierten Werte in die Gleichung x=E “*' eingesetzt, wobei E die PCR-Effizienz an-
gibt. Unter optimalen Bedingungen wird die DNA in jedem Zyklus verdoppelt, weshalb eine
Effizienz von 2 angenommen wurde. Die so ermittelten Werte verschiedener Proben kénnen
nun miteinander verglichen bzw. in Relation zu einander gesetzt werden, um die relativen
Transkriptmengen in den zu untersuchenden Proben zu bestimmen. Im Folgenden sind die

fur die Berechnung verwendeten Formeln zusammengefasst.

AC; (Probel) = AC; (zG1) - AC; (RG1); X1 = 2—Act(Probel); definiert als 100% bzw. 1

ACt (probe2) = ACt (26 2)- ACt (ra 2); X2 = 2*P"°**2): Berechnung als Relativwert bezogen auf Probe 1
2.2.1.14 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung von RNA- und DNA-Konzentrationen erfolgte photometrisch mittels eines
Photospektrometers (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, D) bei 260 nm. Bei dieser Wel-
lenlange entspricht ein Extinktionswert von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ng/ul bzw.
einer RNA-Konzentration von 40 ng/pl. Des Weiteren wurde das Verhdltnis der Absorption
bei 260 nm zu der bei 280 nm betrachtet, da es Riickschliisse auf die Qualitat der Praparati-

onen ermdglicht.

2.2.1.15 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Zur Auftrennung von DNA wurden je nach FragmentgroRe 1 - 3%ige Agarosegele verwendet
[in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA pH 8,0); 0,25 ng/ml Ethidiumbromid]. Der
1 x TAE-Puffer diente auch als Elektrophoresepuffer. Vor dem Beladen der Gele wurden die
DNA-L6sungen mit 0,2 Vol 6x DNA-Ladepuffer (life technologies™, Carlsbad, CA, USA) ver-
setzt. Die Auftrennung von RNA erfolgte unter Verwendung von 1,5%igen Agarose-
Formaldehydgelen [1 x MOPS-Puffer (20 mM MOPS/NaOH pH 7,0; 5 mM Natriumacetat;
1 mM EDTA), 1% (v/v) Formaldehyd]. Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x MOPS-Puffer ver-
wendet. Vor dem Auftragen wurde die RNA mit 1 Vol 2 x RNA-Ladepuffer (95% Formamid;
0,025% SDS; 0,025% Bromphenolblau; 0,025% Xylencyanol FF; 0,025% Ethidiumbromid,
0,5 mM EDTA) gemischt, fir 5 min bei 70°C erhitzt und anschlielend auf Eis abgekihlt. Die
Auftrennung von Nukleinséuren erfolgte in Flachbett-Elektrophoresekammern (FisherScienti-
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fic, Schwerte, D oder Sonderanfertigung) bei einer Spannung von 100 - 120 V (Standard
Power Pack P25, Biometra, Goéttingen, D). Nach der Elektrophorese erfolgte die Analyse
mittels eines Geldokumentationssystems (Kodak EDAS 290, Rochester, USA) unter Anre-
gung mit UV-Licht (UV-Transilluminator, UXT-30M-8E, 312 nm, Biostep GmbH, Jansdorf, D).

2.2.2 Arbeiten mit humanen Zellkulturen

2221 Transfektion von humanen Zelllinien

Die Transfektion humaner Zelllinien (vgl. 2.1.3) erfolgte in Abhéngigkeit von der zu transfizie-
renden Nukleinsaure kationisch Polymer-vermittelt unter Verwendung kommerziell erhaltli-
cher Reagenzien oder durch Elektroporation. Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfek-
tion so ausgeséat (vgl. 2.1.3), dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von
70 - 80% besalRen (bei siRNA-Transfektion 50 - 70%).

Der Nachweis der erfolgreichen Transfektion erfolgte in Abhangigkeit von der transfizierten
RNA bzw. DNA durch gRT-PCR (2.2.1.13.3), Western Blot (2.2.3.5.1), indirekte Immunfluo-
reszenz (2.2.3.5.2) oder Luciferase-Assay (2.2.3.5.3).

2.2.2.1.1 Kationische Polymer-vermittelte Transfektion von siRNAs und Plasmid-DNA

Zur Transfektion einer 100 mm x 25 mm Kulturschale humaner Zellen mit Plasmid-DNA wur-
den 20 pl Turbofect™ Transfektions-Reagenz (ThermoScientific, Bonn, D) mit 20 pg der
Plasmid-DNA (vgl. 8.3) in 1 ml DMEM (ohne Zusatze) gemischt und fir 20 min bei RT inku-
biert. Der Ansatz wurde vorsichtig auf den Zellen verteilt und diese je nach Anwendung nach
12 - 72 h geerntet. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind im Anhang (vgl. 8.3) zu-
sammengefasst.

Fiir die Transfektion von siRNAs wurde Lipofectamine™ RNAIMAX (Invitrogen GmbH, Karls-
ruhe, D) verwendet. Dabei wurden 1200 pmol der siRNA (vgl. 8.1) und 30 pl Lipofectamine™
RNAIMAX mit je 1,5 ml DMEM gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Nach Vereinen der
beiden Ansatze folgte eine weitere 15-minttige Inkubation bei RT. AnschlieBend wurde der
Ansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Sequenzen der verwendeten siRNAs kon-
nen dem Anhang (vgl. 8.1) entnommen werden. Aus 6konomischen Grinden wurde darauf
verzichtet, siRNA-vermittelte Depletionen mit mehreren verschiedenen siRNAs durchzufuh-

ren. Deshalb wurden siRNAs verwendet, welche bereits in anderen Studien getestet wurden.

2.2.2.1.2 Elektroporation von Luciferase-Reporter-RNA und viraler RNA

Zur Transfektion mittels Elektroporation wurden die Zellen einer 100 mm x 25 mm Kultur-
schale durch Trypsinieren (vgl. 2.1.3) von der Kulturschale gel6st, in Kulturmedium resus-
pendiert und durch Zentrifugation (5 min, 2000 rpm, RT; Rotina 38 R, Winkelrotor 6-fach,
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Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) pelletiert. Im Folgenden wurden die Zellen
zweimal mit PBS (1,5 mM KH,PO,4 pH 7,2; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM Na,HPO,)
gewaschen und in 400 ul PBS resuspendiert. Nach Mischen der Zellen mit der zu transfizie-
renden RNA erfolgte die Transfektion durch Elektroporation. Die dabei verwendeten Parame-
ter waren von der verwendeten Zelllinie abhéangig und sind in Tabelle 2.11 zusammenge-
fasst. Alle Elektroporationen wurden mit Elektroporationskiivetten (Gene Pulser® cuvette)
und dem Gene Pulser® Il von Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, D) durchgefihrt.
Wenn nicht anders angegeben, wurden 3 pg der zu transfizierenden RNA eingesetzt. Nach
der Elektroporation wurden die Zellen umgehend in Kulturmedium (DMEM mit Zusatzen)
resuspendiert und unter den in Kapitel 2.1.3 beschriebenen Parametern bis zur weiteren

Verwendung kultiviert.

Tabelle 2.11: Parameter zur Elektroporation humaner Zellen

Zelllinie Zellmenge U R C b

Huh7 Zellen einer 100 mm x 25 mm Kulturschale 200V <« 950 pF 4 mm
(70% Konfluenz)

Huh7.5 Zellen einer 100 mm x 25 mm Kulturschale 200V <« 950 uF 4 mm
(70% Konfluenz)

Hela 1-3x 10° Zellen 300V © 975puF 2mm

Hek293T-REx'"  Zellen einer 100 mm x 25 mm Kulturschale 180V <« 950 uF 2 mm
(70% Konfluenz)

U=Spannung, R=Widerstand, C=Kapazitat, b=Spaltbreite der Elektroporationskiivette
2222 Actinomycin D-Assay und Actinomycin D-Endpunkt-Assay

Zur Analyse der Degradation zellularer mRNAs (VEGF-A-mRNA, IkB-a-mRNA) wurden Acti-
nomycin D-Assays und Actinomycin D-Endpunkt-Assays verwendet. Actinomycin D ist ein
cytotoxisches Peptid-Antibiotikum, welches die zellulare mRNA-Synthese inhibiert (Koba et
al. 2005, Sobell 1985). Actinomycin D wurde in das Kulturmedium der humanen Zellen appli-
ziert (Endkonzentration 1,6 pM) und zu verschiedenen Zeiten nach der Zugabe von Actino-
mycin D Proben entnommen. Die Quantifizierung ausgewahlter Transkripte (Transkript von
Interesse, Transkript der GAPDH als Referenz) erfolgte anschlieend mittels gqRT-PCR. Da
die zellulare de novo RNA-Synthese inhibiert ist, reprasentiert die dabei gemessene mRNA
ausschlie3lich RNA-Molekile, welche bereits vor der Zugabe von Actinomycin D synthetisiert
wurden. Somit kann der zeitliche Verlauf der Degradation zellularer mRNAs verfolgt werden.
Dabei wurde die gemessene Menge der RNA zum Zeitpunkt der Actinomycin D-Zugabe
(0 min) als 100% definiert. Die relativen Transkriptmengen aller im weiteren zeitlichen Verlauf
entnommenen Proben wurden in Bezug zu dieser Anfangs-mRNA-Menge gesetzt. Zur Be-
rechnung von mRNA-Halbwertszeiten wurden Uber einen Zeitraum von 3 - 4 h nach jeweils
30 - 60 min Proben entnommen. Die relativen Transkriptmengen wurden halblogarithmisch

gegen die Zeit nach Actinomycin D-Zugabe aufgetragen und die Halbwertszeit durch expo-
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nentielle Regression bestimmt. Dabei erwies es sich als entscheidend, dass die untersuchte
VEGF-A-mRNA unter in vivo Bedingungen nicht vollstandig abgebaut wird. Stattdessen
konnte beobachtet werden, dass nach etwa 180 min eine residuale Transkriptmenge ver-
bleibt (offset), welche innerhalb des beobachteten Zeitrahmens offensichtlich keiner weiteren
Degradation unterliegt. Die Berechnung von mRNA-Halbwertszeiten erfolgte unter der An-
nahme einer vollstandigen Degradation (ohne Beachtung des offsets) mittels Excel (Version
2010, Microsoft, Redmond, USA) und unter Beachtung des offsets mittels KaleidaGraph™
(Synergy Software, Reading, USA). Neben dem geschilderten Actinomycin D-Assay wurde
die Degradation der VEGF-A-mRNA in dieser Arbeit auch mittels Actinomycin D-Endpunkt
Assay analysiert. Dabei wurden lediglich die relativen Transkriptmengen zu Beginn und
180 min nach Actinomycin D-Zugabe quantifiziert, da gezeigt werden konnte, dass ab die-

sem Zeitpunkt keine weitere Degradation mehr erfolgt (siehe Kapitel 3.2).

2223 Induktion von ER-Stress durch Tunicamycin

Tunicamycin ist ein Nukleosid-Antibiotikum, welches die N-Glykosylierung von Proteinen im
ER inhibiert. Die daraus resultierende Akkumulation von unvollstandig oder fehl-gefalteten
Proteinen induziert in der Zelle die unfolded protein response (UPR). Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde Tunicamycin in das Zellkulturmedium appliziert (Endkonzentration 10 pg/ml). Der
Nachweis der erfolgreichen ER-Stress-Induktion erfolgte durch Quantifizierung der Transkrip-
te von GRP78 (glucose-regulated protein 78) und CHOP (C/EBP homologous protein) [zwei
gangige Marker zum Nachweis von ER-Stress (Samali et al. 2010)] mittels gRT-PCR (vgl.
2.2.1.13.3), durch Analyse des Spleil3ens der XBP1-mRNA mittels PCR [ebenfalls eine hau-
fig verwendete Methode zum ER-Stress-Nachweis; (Samali et al. 2010)] (siehe .2.2.1.13.1)
und durch Nachweis der elF2a-Phosphorylierung mittels Western Blot (siehe 2.2.3.5.1). Je
nach experimenteller Fragestellung wurden die Zellen 3 — 48 h nach der Tunicamycin-Zuga-

be geerntet.
2224 Hemmung der zellularen Translation durch Cycloheximid

Cycloheximid ist ein Antibiotikum welches die Translation in Eukaryoten inhibiert. Die Inhibi-
tion der Translations-Initiation beruht darauf, dass es sowohl die Bindung der Aminoacyl-
tRNA an die Ribosomen, als auch den Transfer von Aminosauren von der Aminoacyl-tRNA
auf entstehende Peptide und die Freisetzung der deacylierten tRNA verhindert. Cycloheximid
diente im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der Degradation des IkB-a-
Proteins. Durch Entnahme von Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandeln
der Zellen mit Cycloheximid und anschlieRender Detektion des Proteins von Interesse mittels
Western Blot (vgl. 2.2.3.5.1), kann dessen Degradation analysiert werden, da die de novo
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Proteinsynthese durch Cycloheximid inhibiert ist. Cycloheximid wurde in das Zellkulturmedi-
um appliziert (Endkonzentration 10 pg/ml) und die Zellen nach 2 - 12 h geerntet und entspre-

chend analysiert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2231 Herstellung von Gesamtzell-Proteinextrakten aus humanen Zelllinien

Zur Praparation von Gesamtzell-Proteinextrakten wurden die Zellen zunachst durch Trypsi-
nieren (vgl. 2.1.3) von den Zellkulturschalen geldst und in Kulturmedium resuspendiert. Nach
5 mindtiger Zentrifugation (2000 rpm, RT, Rotina 38 R, Winkelrotor 6-fach, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) wurden die Zellen mit PBS (1,5 mM KH,PO,4 pH 7,2; 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM Na,HPO,) gewaschen und anschlielend in einem geeigneten
Volumen Zelllysepuffer resuspendiert, welcher ggf. mit einem Protease-Inhibitor (Protease
Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen, D) komplettiert wurde. Durch eine
Inkubation auf Eis fur 15 min sollte eine moglichst vollstandige Zelllyse gewahrleistet werden.
Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (13000 rpm, 4°C, Mikro 200R, Winkelrotor 24-
fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) wurden unldsliche Zellbestandteile
abgetrennt und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt. Bis zur weiteren Ver-
wendung wurden die Lysate bei -80°C gelagert.

Zur Analyse der phosphorylierten Varianten von elF2a. und PKR wurden die zu untersuchen-
den Zellen direkt in SDS-Probenpuffer (vgl. 2.2.3.4) resuspendiert, um die Dephosphorylie-
rung und Degradation dieser Proteine zu verhindern. Resultierend aus dieser Methode der
Zellernte konnten bei der anschlieRenden Analyse mittels Western Blot keine aquivalenten
Proteinmengen verwendet werden, da eine Konzentrationsbestimmung aufgrund des SDS-
Probenpuffers nicht méglich war. Deshalb wurden die SDS-Gele in diesem Fall mit dquiva-
lenten Volumina beladen. Resultierende Unterschiede der aufgetragenen Proteinmenge

wurden mittels der jeweiligen verwendeten Ladekontrolle quantifiziert und normalisiert.

Zelllysepuffer

20 mM HEPES pH 7,9
100 mM  NacCl

5mM MgCl,

1 mM PMSF

1% (v/iv) NP-40

2232 Herstellung von cytoplasmatischen Extrakten und Kernextrakten aus huma-
nen Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die separate Préaparation von cytoplasmatischen Extrakten
und Kernextrakten aus humanen Zellen zur Analyse des NF-«B-Signalwegs verwendet, da

diese Préaparationsmethode durch anschlielende Analyse mittels Western Blot (vgl.
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2.2.3.5.1) die Quantifizierung ausgewahlter Proteine unter Beachtung ihrer subzellularen
Lokalisation erlaubt. Fir die Praparation der Extrakte wurden die Zellen zunachst durch
Trypsinieren (vgl. 2.1.3) oder unter Verwendung eines Zellschabers (Zellheber, Corning In-
corporated, Tewksbury, MA, USA) geerntet und durch Zentrifugation (5 min, 380 x g, 4°C,
Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) pelletiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (1,5 mM KH,PO, pH 7,2; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI;
2,6 mM Na,HPO,) wurden die Zellen vorsichtig in hypotonischem Puffer resuspendiert und
anschlie3end fur 15 min auf Eis inkubiert. Im Folgenden wurde die Losung mit 0,5 % (v/v)
NP-40 versetzt und fir 10 s grundlich gemischt (Vortex Genius 3, IKA, Staufen, D). Durch
Zentrifugation (10 min, 3000 x g, 4°C, Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D) wurden die unlgslichen Bestandteile pelletiert. Der resultie-
rende Uberstand reprasentiert die cytoplasmatische Fraktion und wurde in ein neues Reakti-
onsgefald Gberfuhrt. Das Pellet wurde hingegen in Zell-Extraktionspuffer resuspendiert und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Dabei wurden die Proben nach jeweils 10 min grundlich ge-
mischt (Vortex Genius 3, IKA, Staufen, D). Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt
(30 min, 14000 x g, 4°C, Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, D) wurden die unléslichen Bestandteile abgetrennt. Der resultierende Uberstand
reprasentiert das Kernextrakt und wurde in ein neues Reaktionsgefald tUberfuhrt. Nach Be-
stimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Methode (vgl. 2.2.3.3) wurden die cyto-
plasmatischen Extrakte und die Kernextrakte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gela-
gert. Bei der anschlieRenden Detektion mittels Western-Blot (vgl. 2.2.3.5.1) wurden zuséatz-
lich zu den Proteinen von Interesse auch die Proteine LaminA und GAPDH detektiert. Da die
GAPDH ein cytoplasmatisch lokalisiertes und LaminA ein nuklear lokalisiertes Protein repra-
sentiert, konnten diese Proteine nicht nur zur internen Normalisierung verwendet werden,
sondern auch um mogliche Kontaminationen der Extrakte mit Komponenten der jeweils an-

deren Fraktion auszuschliel3en.

Hypotonischer Puffer Zell-Extraktionspuffer
20 mM  Tris-HCI (pH 7,4) 100 mM Tris-HCI (pH 7,4)
10 mM NaCl 2mM NazVO,
3mM  MgCl, 100 mM NaCl
1% (v/v) Triton X-100
1mM EDTA
10% Glycerin
1mM EGTA
0,1% SDS
1mM NaF
0,5% Natriumdesoxycholat
20 mM Na,P,0;
1x Protease-Inhibitor*

* Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D)
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2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration von Zellextrakten erfolgte mittels der Me-
thode nach Bradford (Bradford 1976) unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assay Kits
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D). Dabei wurden die Lysate nach Zugabe des As-
say-Reagenz fur 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend die Absorption bei 595 nm mittels
eines Photospektrometers (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, D) ermittelt. Zur Berech-
nung der Proteinkonzentration wurde unter Verwendung einer BSA-LOsung (NEB, Ipswich,

USA) eine Kalibriergerade erstellt.

2.2.3.4  SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts
wurde ein diskontinuierliches System verwendet (Laemmli 1970). Wenn nicht anders ange-
geben (vgl. 2.2.3.1), wurden aquivalente Proteinmengen der zu vergleichenden Proben auf
die Polyacrylamidgele (PAA-Gele) aufgetragen. Vor dem Beladen der PAA-Gele wurden die
Proteinproben mit SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95°C erhitzt. Die Trennung
erfolgte in der Regel in 10%igen PAA-Gelen. Zur Konzentrierung und Vortrennung der Prote-
ine wurden 4%ige Sammelgele verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA und ma-
ximaler Spannung (Power Supply MP-300N, Biostep GmbH, Jahnsdorf, D). Die verwendeten
Puffer sind im Folgenden aufgefuhrt.

Trenngel Sammelgel
10% Acrylamid (Rotiphorese 30, 4% Acrylamid (Rotiphorese 30,
Carl Roth, Karlsruhe, D) Carl Roth, Karlsruhe, D)
0,1%(w/v) SDS 0,05% (w/v) SDS
0,125% (w/v) APS 0,07% (w/v) APS
0,25% (v/iv)  TEMED 0,3% (v/iv)  TEMED
375 mM Tris-HCI, pH 8,8 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
Elektrophoresepuffer SDS-Probenpuffer
25 mM Tris 20% (v/iv) Glycerin
192 mM Glycin 10 mM Tris pH 6,8
0,1% (w/v) SDS 6% (W/v) SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau
5% (viv) B-Mercaptoethanol

20% (v/iv) Glycerin

2.2.35 Nachweis von Proteinen

Die Detektion von spezifischen Proteinen erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz oder
Western Blot. Beide Methoden beruhen auf der Verwendung spezifischer Antikdrper. Die im
Rahmen der Arbeit verwendeten Antikérper kbnnen dem Anhang (Tabelle 8.2) enthommen

werden.
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2.2.3.5.1 Western-Blot

Zur Detektion von spezifischen Proteinen mittels Western Blot wurden die Proteine zunachst
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrocellulose-
Membran (Odyssey Nitrocellulose Membrane, LI-COR, Lincoln, NE, USA) transferiert. Dazu
wurden ein Whatman-Papier (Gel blotting Paper, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), die
Nitrocellulose-Membran, das PAA-Gel und ein weiteres Whatman-Papier in einer Blot-
Apparatur (Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad, Hercules, USA) luftblasenfrei
Ubereinander gelegt. Zuvor wurden das Whatman-Papier und die Nitrocellulose-Membran flr
etwa 5 min bei RT in Transferpuffer [48 mM Tris-HCI; 39 mM Glycin; 1,3 mM SDS; 20% (v/v)
Methanol] inkubiert. Der Protein-Transfer auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte bei maxi-
maler Spannung und einer von der GroRe des PAA-Gels abhangigen Stromstarke
(0,8 mA/cm? Gelflache). AnschlieRend wurde die Membran fiir 1 h bei RT oder bei 4°C uiber
Nacht in blocking-Lésung [TBST-Puffer (20 mM Tris-HCI; pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,05% (v/v)
Tween® 20); 7,5 % Milchpulver (Sucofin, TSI GmbH & Co. KG, Zeven, D)] inkubiert, um un-
spezifische Interaktionen der Antikorper mit der Membran zu reduzieren. Es ist zu beachten,
dass zum Nachweis von phosphorylierten Proteine keine Milchpulver-haltige blocking-
Lésung verwendet werden konnte, da das enthaltene Casein ebenfalls ein Phosphoprotein
darstellt und somit einen negativen Einfluss auf die Signalintensitat ausibt. Als Alternative
wurde BSA (TBST-Puffer, 3 % BSA) zum Blockieren unspezifischer Interaktionen eingesetzt.
Im Folgenden wurde die Membran fiir 1 — 3 h bei RT oder bei 4°C Uber Nacht mit dem spezi-
fischen primaren Antikdrper (vgl. 8.2) inkubiert, welcher entsprechend der Angaben des Her-
stellers in der verwendeten blocking-Lésung verdinnt wurde. Nach Waschen der Membran
mit TBST-Puffer (RT, je 5 - 15 min) und zwei weiteren Waschschritten in TBS-Puffer (10 mM
Tris-HCI; pH 7,5; 150 mM NaCl) folgte die Inkubation mit dem fluoreszenzgekoppelten Se-
kundarantikérper (Verdiinnung 1:5000 - 1:15000 in blocking-Lésung, vgl. 8.2). Vor der Detek-
tion mittels Nahinfrarotscan (LI-COR Odyssey® 2-Kanal Infrarot Detektionsscanner) wurde
die Membran erneut ein Mal mit TBST-Puffer und zwei Mal mit TBS-Puffer gewaschen. Die
Quantifizierung der detektierten Signale erfolgte mittels der Odyssey Application Software
(Version 2.1, Infrared Imaging System, LI-COR, Lincoln, USA). Bei der Analyse zellularer
Proteine mittels Western Blot wurde neben dem Protein von Interesse auch jeweils ein
housekeeping-Genprodukt detektiert und quantifiziert. Dies ermdglichte es, Variationen der

auf das PAA-Gel aufgetragenen Proteinmengen zu normalisieren.

2.2.3.5.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit virale Prote-

ine innerhalb von humanen Zellen visualisiert, um die virale Replikation nachzuweisen. Dazu
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wurden die Zellen auf sterilen Deckglaschen kultiviert und anschlie3end auf diesen durch
Inkubation der Deckglaschen in Losung | [4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS (1,5 mM
KH,PO, pH 7,2; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM Na,HPO,); 30 min, RT] fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen in Lésung 1l [0,05% N-
Octylglycopyranosid in PBS (pH 7,2); 15 min, 4°C) permeabilisiert. Nach erneutem Waschen
mit PBS wurden die Deckglaschen zur Reduktion unspezifischer Interaktionen in blocking-
Losung [5% (viv) FCS; 0,05% (v/v) Tween® 20; PBS (pH 7,2); 15 min, RT] Uberflhrt. Die
anschliel3ende Inkubation mit dem spezifischen primaren Antikdrper, welcher entsprechend
der Angaben des Herstellers in blocking-Losung verdinnt wurde, erfolgte fur 1 — 2 h bei
37°C unter leichtem Schwenken. Zum Entfernen ungebundener Antikérper-Molekiile wurden
die Deckglaschen drei Mal mit PBST (PBS; 0,05% Tween® 20) gewaschen und anschlie-
Bend mit dem fluoreszenzgekoppelten Sekundar-Antikérper (Verdinnung 1:500 in TBST)
unter Lichtausschluss und leichtem Schwenken fir 45 — 60 min bei 37°C inkubiert. Nach
erneutem Waschen (drei Mal mit PBST, zwei Mal mit PBS, zwei Mal mit H,O) wurden die
Deckglaschen in 100%igen Ethanol tberfihrt und anschlieRend getrocknet. Unter Verwen-
dung von ProLong® Gold-Antifade Reagent with DAPI (life technologies™, Carlsbad, CA,
USA) wurden die Deckglaschen auf Objekttragern fixiert. Das bereits enthaltene 4',6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher bei der Fluoreszenzmik-
roskopie zur Markierung von DNA eingesetzt wird. Nach Trocknen der mikroskopischen Pra-
parate folgte die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie (Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss,
Jena, D). Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz in transient oder persistent mit viralen
Replikons transfizierten Zellen, wurde stichprobenartig in einigen Bildausschnitten das Ver-

haltnis der Replikon-enthaltenden Zellen zur Gesamtanzahl der Zellen bestimmit.

2.2.3.5.3 Nachweis der Translationseffizienz von Luciferase-Reporter-RNAs

Im Rahmen dieser Arbeit diente diese Methode zur Analyse der Translationseffizienz von
Reporterkonstrukten unter dem Einfluss viraler Replikation. Zu diesem Zweck wurde in einen
geeigneten Vektor die fir die firefly-Luciferase codierende Region kloniert, welche von der
5'UTR und 3'UTR des IxB-a-Gens flankiert wurde. Somit wird die Translation der firefly-
Luciferase durch die heterologen UTRs reguliert. Das Konstrukt diente als Template fir die
Synthese eines in vitro Transkripts, welches anschlieRend durch Elektroporation (siehe
2.2.2.1.2) in humane Zellen transfiziert wurde. Die Messung der Translationseffizienz erfolgte
mittels des Luciferase Assay Systems (Promega GmbH, Mannheim, D) in einem Luminome-
ter (Sirius, Titertek-Berthold, Pforzheim, D) entsprechend der Angaben des Herstellers. Dazu
wurden die Zellen 90 min nach der Transfektion der Luciferase-RNA geerntet und gezahlt

(Bright-Line Hemacytometer, Hausser Scientific, Horsham, PA, USA). Im Folgenden wurden
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aquivalente Zellzahlen fur die Praparation von Zelllysaten verwendet. Diese wurden durch
Resuspendieren und Inkubieren der Zellen in 50 ul Zell-Lysepuffer (2 - 5 min, RT; 5x Cell
Culture Lysis Reagent, Promega, Madison, USA) und anschlieRender Zentrifugation (2 min,
13000 rpm, 4°C, Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlin-
gen, D) generiert. Mittels Bradfordmessung wurde die Proteinkonzentration der Lysate be-
stimmt, um die aquivalente Praparations-Effizienz der Lysate sicherzustellen, welche inner-

halb eines Experiments miteinander verglichen wurden.

224 Statistische Auswertung

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit prasentierten Experimente min-
destens drei Mal unabhangig voneinander durchgefiihrt. Dargestellte Datenpunkte bzw. Bal-
ken reprasentieren die Mittelwerte biologischer Replikate und deren Standardabweichungen
(Fehlerbalken). Zur Normierung interexperimenteller Variabilitat wurden die Kontrollwerte
(z.B. unbehandelte Zellen oder 0-Werte bei zeitabhédngigen Experimenten) als 100% oder 1
definiert. Somit entféllt jedoch die Varianz der Kontrollwerte, wodurch kein Test der statisti-
schen Signifikanz in Bezug zu diesen Kontrollwerten moglich war. Daten, welche eine statis-
tische Analyse erlaubten, wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf statistische Signifi-
kanz geprift. Beim Vergleich mehrerer Mittelwerte wurde die statistische Signifikanz unter
Verwendung des Statistik-Programms SPSS (PASW Statistics 18, IBM, Magdeburg, D) mit-
tels einfaktorieller ANOVA getestet.
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3 Ergebnisse
3.1 Verwendung von Replikonsystemen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der viralen Replikation, insbesondere
des HCV, auf die posttranskriptionelle Regulation der VEGF-A-mRNA néher untersucht wer-
den. Als Modellsysteme fir die virale Replikation wurden verschiedene Replikons verwendet.
Zur Anwendung kamen vor allem das JFH1-Replikon (im Folgenden bezeichnet als HCV-
Replikon), welches sich vom Genom des HCV (Genotyp 2a) ableitet (sieche Kapitel 1.1.4),
sowie ein vom WNV-Genom abgeleitetes WNV-Replikon (im Folgenden bezeichnet als
WNV-Replikon). Das WNV-Replikon basiert auf einem Virus, welches im Jahre 2000 aus
einer Krahe isoliert wurde [NY2000-crow3356, (Shi et al. 2002)]. Zuséatzlich wurde eine fir
jedes dieser Replikons korrespondierende Variante verwendet, welche aufgrund einer
Punktmutation in der fir die RNA-abhingige RNA-Polymerase codierenden Sequenz nicht
replikationsfahig ist. Diese Varianten werden im Folgenden als HCV-mut und WNV-mut be-
zeichnet. Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, ist die strukturelle Organisation der viralen Geno-
me des HCV und WNV, sowie der von diesen abgeleiteten Replikons, sehr &hnlich. Das
verwendete HCV-Replikon stellt eine bicistronische RNA dar. Die codierende Region fir die
viralen Proteine C, E1, E2, p7 und NS2 wurde fast vollstandig deletiert und durch die fir den
Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase 1l (Neo), sowie die IRES des Encephalo-
myocarditis Virus (EMCV) codierenden Sequenzen substituiert. Die Translation der Neo-RNA
wird dadurch von der HCV-5"-UTR vermittelt, die der Nichtstruktur-Proteine NS3-NS5B hin-
gegen durch die EMCV-IRES. Das WNV-Replikon hingegen ist ein monocistronisches Repli-
kon. Es besteht aus einem einzelnen ORF, welcher fir die Nichtstruktur-Proteine NS1-NS5
codiert und von den authentischen WNV-UTRs flankiert wird. Analog zum HCV-
Replikonsystem wurde die fur die Strukturproteine codierende Region fast vollstandig dele-
tiert. Am 5"Ende befindet sich eine cap-Struktur, welche die Translations-Initiation vermittelt.
Am 3’Ende beider Replikons befindet sich die authentische virale 3'"UTR, deren 3'-Terminus
mittels des stromabwarts gelegenen Ribozyms des Hepatitis-D-Virus (HDVr) generiert wird.

Die transiente Transfektion von humanen Zellen mit den beschriebenen Replikons ist bereits
in Vorarbeiten etabliert worden (Kato et al. 2003, Lohmann et al. 1999, Shi et al. 2002). Zur
besseren Verstandlichkeit der folgenden Experimente soll dennoch exemplarisch dargestellt

werden, wie die Replikation der transfizierten viralen RNA nachgewiesen werden kann.
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A: HCV-Genom

5'UTR 3°UTR
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B: bicistronisches HCV-Replikon (JFH1)

5'UTR EMCV- 3'UTR
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C: WNV-Genom
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D: monocistronisches WNV-Replikon
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Abbildung 3.1: Strukturelle Organisation der Genome und Replikons des HCV und WNV. Schematische
Darstellung der viralen Genome, sowie der von diesen abgeleiteten Replikons. Die viralen und nicht-viralen (Neo)
proteincodierenden Regionen sind eingerahmt, die nicht translatierten Bereiche sind als schwarze Linien gekenn-
zeichnet. Die viralen Genome codieren jeweils fur ein Polyprotein, welches co- und posttranslational durch zellu-
lare und virale Proteasen in die einzelnen Polypeptide gespalten wird. Der einzelne ORF der viralen Genome wird
am 5" und 3"Ende von nicht translatierten Regionen (UTRs) flankiert. Das dufRere 3"Ende der Replikons bildet ein
Ribozym des Hepatitis-D-Virus (HDVr), welches die einheitliche Generierung des authentischen viralen 3"Endes
katalysiert. (A) Strukturelle Organisation des HCV-Genoms (siehe Kapitel 1.1.3) und (B) des HCV-Replikons. Die
Synthese der Neomycin-Phosphotransferase Il wird durch die in der 5’UTR lokalisierte HCV-IRES gewahrleistet
und ermdglicht die Selektion Replikon-enthaltender Zellen. Die Translation der viralen Nicht-Strukturproteine
NS3-NS5B wird an der heterologen IRES des EMCYV initiiert. (C) Strukturelle Organisation des WNV-Genoms und
(D) des WNV-Replikons. Die WNV-RNA tragt am 5 Ende eine cap-Struktur (cap) zur Initiation der Translation.

Zur Untersuchung des Einflusses der viralen Replikation auf die Expression zellularer Gene
wurde die jeweilige in vitro transkribierte Replikon-RNA mittels Elektroporation in humane
Zellen transfiziert (im Folgenden als transiente Transfektion bezeichnet). Zum Nachweis der
viralen Replikation kénnen entweder die virale RNA oder die viralen Proteine detektiert wer-
den. Durch Ernte der transfizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfek-
tion kann der zeitliche Verlauf der viralen Replikation beobachtet werden. Die Quantifizierung
der viralen RNA erfolgte mittels qRT-PCR, wobei die gemessene Replikon-RNA-Menge zum
Zeitpunkt 0 h post transfectionem (nach der Transfektion, p.t.) als 100% bzw. 1 definiert wur-
de. Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch den Verlauf der viralen Replikation. Bei transienter
Transfektion des HCV- und des WNV-Replikons steigt die messbare Menge an viraler RNA
bis 48 h p.t. kontinuierlich an und sinkt anschlieBend wieder ab. Die als Negativ-Kontrolle
verwendeten, nicht replikationsfahigen Replikons HCV-mut und WNV-mut konnten zum Zeit-
punkt O h p.t. in ahnlichen Quantitéten wie die korrespondierenden replikationsfahigen Repli-
kons nachgewiesen werden. Somit kann garantiert werden, dass vergleichbare Ausgangs-
mengen an viraler RNA in die Zellen transfiziert wurden. Zu spateren Zeiten nimmt die detek-
tierbare Menge der nicht replikationsfahigen Replikon-RNA aufgrund zellularer Degradati-

onsprozesse stetig ab.
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Abbildung 3.2: Nachweis der viralen Replikation in Huh7-Zellen. (A) Quantifizierung der relativen viralen
RNA-Mengen 0 h, 24 h, 48 h, und 72 h nach transienter Transfektion von Huh7-Zellen mit dem HCV- und HCV-
mut-Replikon bzw. mit dem WNV- und WNV-mut-Replikon mittels gRT-PCR. Die relativen Quantitaten an viraler
RNA 24 h, 48 h und 72 h p.t. sind als x—fache Anderung (fold change) angegeben, wobei die gemessene HCV-
bzw. WNV-RNA-Menge 0 h p.t. als 1 definiert wurde. (B) Reprasentative Western-Blots von HCV-NS5B bzw.
WNV-NS5 im cytoplasmatischen Extrakt von Huh7-Zellen nach transienter Transfektion mit dem HCV- und dem
HCV-mut-Replikon (Abbildung B links) bzw. mit dem WNV- und WNV-mut-Replikon (Abbildung B rechts). Die
Ernte der Zellen erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Transfektion. Der Nachweis von Vinculin
diente als Ladekontrolle.

Der Nachweis der viralen Proteine kann entweder mittels Immunoblot oder mittels indirekter
Immunfluoreszenz erfolgen und kann als MalR3 fir die virale Replikation angesehen werden,
da eine effiziente Translation der viralen Proteine nur bei Replikation der RNA gewahrleistet
und detektierbar ist. Beide Methoden beruhen auf der Verwendung spezifischer Antikérper,
welche gegen bestimmte virale Proteine gerichtet sind (anti-HCV-NS5A oder anti-HCV-
NS5B; anti-WNV-NS5). Die viralen Proteine HCV-NS5A bzw. HCV-NS5B, sowie WNV-NS5
konnten entsprechend ausschlief3lich in den Zellen nachgewiesen werden, welche mit den
replikationsfahigen Replikon-RNAs transfiziert wurden (Abbildung 3.2 B).

Der Nachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz diente hauptséchlich der Bestimmung der
Transfektionsrate. Zur Bestimmung der Transfektionsrate wurden die Praparate mikrosko-
pisch betrachtet und stichprobenartig in einigen Bildausschnitten das Verhéltnis der Anzahl
positiv transfizierter Zellen zur Gesamtzahl der Zellen bestimmt. Die Transfektionsrate der
Huh7-Zellen lag nach transienter Transfektion mit dem HCV-Replikon und dem WNV-
Replikon jeweils bei ca. 70-75% (Daten nicht gezeigt).
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Bei allen weiteren dargestellten Experimenten, bei denen eine Transfektion viraler Replikons
erfolgte, wird der Nachweis der viralen Replikation mittels einer oder mehrerer der oben ge-

nannten Methoden vorausgesetzt.

3.2 Die Degradation der VEGF-A-mRNA kann mittels Actinomy-
cin D-Assay analysiert werden

Wie in Kapitel 1.4 bereits erwahnt, konnte in Vorarbeiten bereits gezeigt werden, dass die
Degradation der VEGF-A-mRNA in Huh7-Zellen, in welchen das HCV-Replikon transient
repliziert, signifikant reduziert war (*). Dabei konnte ein maximaler Einfluss zum Zeitpunkt der
maximalen viralen Replikation detektiert werden (48 h p.t., unverétffentlichte Daten Fr. Dipl.
Biol. Winkler). Zur besseren Verstandlichkeit der weiteren Ausfihrungen soll am Beispiel der
VEGF-A-mRNA zunéachst dargelegt werden, wie die Degradation zellularer mRNAs in cellulo
untersucht wurde.

Die Halbwertszeit von mRNAs variiert zwischen einigen Minuten und mehreren Tagen und
stellt ein wichtiges Kriterium zur Regulation der Genexpression dar. Die Stabilitat spezifischer
MRNAs kann mittels der RNA synthesis inhibitor-chase method (Egyhazi 1974, Egyhazi
1976, Sehgal et al. 1978) bestimmt werden. Diese Methode basiert auf der Inhibition der zel-
lularen Transkription durch Verwendung bestimmter Inhibitoren. In dieser Arbeit wurde Acti-
nomycin D als Inhibitor eingesetzt, welcher die RNA-Synthese durch Interkalieren in die DNA
blockiert. Dabei wurde Actinomycin D in das Zellkulturmedium appliziert und die Zellen nach
den jeweils angegebenen Zeiten geerntet. Die Quantifizierung der Transkriptmengen erfolgte
durch gRT-PCR. Die relativen VEGF-A-Transkriptmengen zu den entsprechenden Zeitpunk-
ten wurden als prozentuale Werte berechnet, bezogen auf die mMRNA-Ausgangsmenge, wel-
che als 100% definiert wurde. Durch halblogarithmisches Auftragen der Transkriptmengen
gegen die Zeit nach erfolgter Actinomycin D-Zugabe kann die Halbwertszeit der RNA mittels
exponentieller Regression bestimmt werden. Dabei entspricht die Halbwertszeit der RNA
dem Zeitpunkt, zu dem noch 50% der Ausgangs-mRNA-Menge vorhanden sind. Im Folgen-
den wird diese Methodik als Actinomycin D-Assay bezeichnet.

In Abbildung 3.3 ist die VEGF-A-mRNA-Degradation in naiven, sowie in transient mit dem
WNV-, dem HCV- bzw. dem HCV-mut-Replikon transfizierten Huh7-Zellen (48 h p.t.) tGber
einen Zeitraum von 240 min nach Actinomycin D-Zugabe dargestellt. Eine signifikante Ab-
nahme der Transkriptmenge kann nur im Zeitraum von 0 min bis etwa 180 min nach Zugabe
von Actinomycin D detektiert werden. Eine fortgesetzte Degradation der residualen VEGF-A-
MRNA-Menge, welche 180 min nach Zugabe von Actinomycin D detektierbar ist, kann im

weiteren zeitlichen Verlauf nicht nachgewiesen werden.
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Bei ausschlieRRlicher Betrachtung der Daten innerhalb des Zeitraums, in dem eine kontinuier-
liche Degradation vorliegt (0 - 180 min nach Zugabe von Actinomycin D) und unter der An-
nahme, dass die VEGF-A-mRNA einer vollstdndigen Degradation unterliegt, wurde fir diese
mittels exponentieller Regression entsprechend der Formel

y =qxeb™

in Huh7-Zellen eine Halbwertszeit von 97 + 9 min bestimmt. Wahrend bei transienter Trans-
fektion mit dem HCV-mut-Replikon (102 + 4 min) und dem WNV-Replikon (108 + 15 min)
kein Einfluss auf die Halbwertszeit der VEGF-A-mRNA detektiert werden konnte, fiihrte die
transiente Transfektion mit dem HCV-Replikon zu einer signifikanten Erhéhung der Halb-

wertszeit auf 228 + 7 min.
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Abbildung 3.3: Analyse der Degradation der VEGF-A-mRNA in cellulo. Der Actinomycin D-Assay zur Unter-
suchung der VEGF-A-mRNA-Degradation in naiven, sowie in transient mit dem HCV-, dem HCV-mut bzw. dem
WNV-Replikon transfizierten Zellen wurde 48 h p.t. durchgefiihrt. Dabei wurden Uber einen Zeitraum von 240 min
Proben entnommen. Die Berechnung der Transkriptmengen erfolgte mittels qRT-PCR. Fur jeden Probensatz
wurde die gemessene VEGF-A-mRNA-Menge zum Zeitpunkt 0 min als 100% definiert. Die Transkriptmengen der
Ubrigen Zeitwerte sind als Relativwerte, bezogen auf den 100%-Wert, angegeben. Zur Ermittlung der VEGF-A-
mRNA-Halbwertszeit wurden die relativen Transkriptmengen halblogarithmisch gegen die Zeit nach Actinomycin
D-Zugabe aufgetragen.

Wie aus Abbildung 3.3 jedoch deutlich hervorgeht, erfolgt keine vollsténdige Degradation der
VEGF-A-mRNA. Dies ist von entscheidender Bedeutung fir die Berechnung der mRNA-
Halbwertszeit. Bei Betrachtung des gesamten Messzeitraumes (0 bis 240 min nach Zugabe
von Actinomycin D) und unter Beachtung der unvollstdndigen Degradation wurde fir die
VEGF-A-mRNA entsprechend der Formel y = a * e?** + ¢ in Huh7-Zellen eine Halbwerts-
zeit von 77 + 10 min bestimmt. Die transiente Transfektion mit dem HCV-Replikon (71 £
12 min), dem HCV-mut-Replikon (92 + 11 min), sowie dem WNV-Replikon (95 + 7 min) hat
entsprechend dieser Berechnung keinen signifikanten Einfluss auf die Halbwertszeit der

VEGF-A-mRNA. Es besteht jedoch ein signifikanter Unterschied beziiglich der residualen
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VEGF-A-mRNA-Menge, welche 180 min nach Actinomycin D-Zugabe detektiert werden
kann. Diese liegt bei naiven, sowie transient mit dem HCV-mut- und dem WNV-Replikon
transfizierten Zellen bei etwa 25 - 30% und bei transient mit dem HCV-Replikon transfizierten
Zellen bei ca. 60% der Ausgangs-mRNA-Menge. Dieser beobachtete Einfluss auf die Degra-
dation der VEGF-A-mRNA wird in den weiteren Ausfihrungen als ,Stabilisierung” der VEGF-
A-mRNA bezeichnet.

Da sich die Bestimmung der Halbwertszeit einer mRNA mittels des beschriebenen Verfah-
rens als sehr zeit- und vor allem kostenintensiv darstellt, wurde dies nur in ausgewahlten
Fallen durchgefuhrt. Bei der Mehrheit der Experimente wurden lediglich die mRNA-Menge
vor der Actinomycin D-Behandlung und 180 min nach Actinomycin D-Zugabe bestimmt (im
Folgenden bezeichnet als Actinomycin D-Endpunkt-Assay). Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt,
da, wie bereits erwéahnt, bei spateren Zeitwerten keine weitere Abnahme der relativen VEGF-
A-mRNA-Menge zu verzeichnen war. Unterschiede der residualen VEGF-A-mRNA-Menge
verschiedener Datensatze wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf statistische Signi-
fikanz gepruft. Repréasentativ ist in Abbildung 3.4 ein Actinomycin D-Endpunkt-Assay zur
Analyse des VEGF-A-mRNA-Abbaus in naiven, sowie in transient mit dem WNV-, dem HCV-
bzw. dem HCV-mut-Replikon transfizierten Huh-Zellen (48 h p.t.) dargestellt. Die relativen
VEGF-A-mRNA-Mengen 180 min nach Actinomycin D-Zugabe in naiven Huh7-Zellen sowie
transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Zellen (48 h p.t.) dienten bei weiteren Experi-

menten als Referenz.
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Abbildung 3.4: Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Dargestellt ist ein Actinomycin D-Endpunkt-Assay zur Unter-
suchung der VEGF-A-mRNA-Degradation in naiven, sowie transient mit dem HCV- , dem HCV-mut- bzw. dem
WNV-Replikon transfizierten Zellen (48 h p.t.. Fir jeden Probensatz wurde die gemessene VEGF-A-mRNA-
Menge zum Zeitpunkt O min als 100% definiert. Die gemessenen Transkriptmengen 180 min nach Actinomycin D-
Zugabe sind als Relativwerte, bezogen auf den 100%-Wert, angegeben. Die jeweiligen Mittelwerte der residualen
VEGF-A-mRNA-Menge der verschiedenen Datensatze zum Zeitpunkt 180 min wurden mittels eines Student-
schen T-Tests auf statistische Signifikanz gepruft. (***) P<0,0001
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3.3 Untersuchung der zellularen und viralen Komponenten,
welche an der HCV-induzierten Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA beteiligt sind

3.31 Die Proteine PKR und RIG | sind an der HCV-induzierten Stabilisie-
rung der VEGF-A-mRNA beteiligt

In den Vorarbeiten konnten die zu Grunde liegenden Mechanismen, die zu dem beobachte-
ten Einfluss der Replikation des HCV-Replikons auf die Degradation der VEGF-A-mRNA
fuhren, nicht aufgeklart werden (*). Es war deshalb von Interesse, die viralen und zelluléren
Determinanten zu identifizieren, die an der HCV-induzierten Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA beteiligt sind. Wie in Kapitel 1.4 erwahnt, wurde in den Vorarbeiten zunachst ange-
nommen, dass eines der viralen Proteine die virale Komponente darstellt, welche die VEGF-
A-mRNA-Stabilisierung initiiert. Dabei ware sowohl ein direkter Einfluss, z.B. durch Binden
eines viralen Proteins an die VEGF-A-mRNA, als auch ein indirekter Einfluss, z.B. durch
Auslosen einer Signalkaskade, welche die Stabilisierung vermittelt, denkbar. Die UE der ein-
zelnen proteincodierenden Bereiche des HCV-Replikons in Huh7-Zellen hatte jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-mRNA (%). Obwohl nicht ausge-
schlossen werden konnte, dass die simultane Prasenz von zwei oder mehr der codierten
Proteine als Ausloser des beobachteten Effektes wirken, sollte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob nicht die viralen Proteine, sondern die virale RNA die entschei-
dende virale Komponente darstellt, die aufgrund bisher unbekannter Mechanismen zu der
erhdhten Stabilitdt der VEGF-A-mRNA fuhrt.

Die Prasenz viraler RNA wird innerhalb der Zelle durch sogenannte PAMPs (pathogen-
associated molecular pattern) von verschiedenen Proteinen (pattern recognition receptors -
PRR) erkannt und fuihrt zur Aktivierung diverser Signalkaskaden. Es wurde postuliert, dass
die beobachtete erhdhte VEGF-A-mRNA-Stabilitat ein Resultat dieser zellularen Reaktion
auf die Anwesenheit der viralen RNA darstellt. Die Signalwege, welche zur Erkennung der
RNA des HCV fiihren und in der Aktivierung der angeborenen Immunantwort resultieren,
sind bereits eingehend untersucht worden. Zwei Schlisselkomponenten der Erkennung der
viralen PAMPs stellen die Proteine protein kinase R (PKR) und retinoic acid-inducible gene 1
(RIG 1) dar. Es sollte deshalb untersucht werden, ob diese beiden Proteine fiir den beobach-
teten Einfluss der Replikation des HCV-Replikons auf die Degradation der VEGF-A-mRNA
essentielle Determinanten darstellen. Zu diesem Zweck wurden die Proteine PKR bzw. RIG |
in Huh7-Zellen unter Verwendung spezifischer siRNAs depletiert (siPKR bzw. siRIG 1). Die
Funktionalitdt der siRNAs wurde 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion der siRNAs
durch Western Blot von PKR und RIG | in Gesamtzellextrakten der depletierten Zellen tber-

prift (Abbildung 3.5 D, E). Als Negativkontrolle fungierten Zellen, welche mit einer siRNA

42



Ergebnisse

behandelt wurden, die spezifisch fir die Sequenz des grin fluoreszierenden Proteins (GFP)
und somit in Huh7-Zellen nicht funktional ist (siGFP). Wie in Abbildung 3.5 E dargestellt, re-
duzierte die Behandlung der Zellen mit den spezifischen siRNAs signifikant die zellulare
Menge der PKR bzw. des RIG |, wahrend die GAPDH-Menge nicht beeintrachtigt war. Somit
konnte die Funktionalitat beider siRNAs in Huh7-Zellen nachgewiesen werden.

Um den potentiellen Einfluss der Proteine PKR und RIG | auf den Abbau der VEGF-A-mRNA
zu ermitteln, wurden die Zellen 24 h nach der siRNA-vermittelten Depletion transient mit der
HCV-Replikon-RNA transfiziert und die Degradation der VEGF-A-mRNA mittels Actinomycin
D-Endpunkt-Assay (48 h p.t.) analysiert (vgl. 3.2). Als Kontrolle wurde die Degradation der
VEGF-A-mRNA in den Zellen betrachtet, welche mit der nicht funktionalen siRNA (siGFP)
behandelt wurden. Wie in Abbildung 3.5 (A und B) dargestellt, induzierte die Replikation des
HCV-Replikons in den Kontrollzellen (siGFP + HCV) die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA.
In PKR- bzw. RIG I-depletierten Huh7-Zellen konnte dies hingegen nicht beobachtet werden.
Die residuale VEGF-A-mRNA-Menge 180 min nach Zugabe von Actinomycin D entsprach in
beiden Fallen in etwa der Transkriptmenge, die zum selben Zeitpunkt in naiven oder tran-
sient mit dem HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen nachweisbar war (vgl. Abb. 3.4). Dies
deutet darauf hin, dass die Proteine PKR und RIG | essentielle Determinanten des beobach-
teten Einflusses der HCV-Replikation auf die Stabilitdét der VEGF-A-mRNA darstellen. Zu-
satzlich wurde eine detaillierte Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation in PKR- bzw. RIG I-
depletierten und transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Huh7-Zellen 48 h p.t. mittels
Actinomycin D-Assay durchgefuhrt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Actinomy-
cin D-Endpunkt-Assays entsprach dabei die VEGF-A-mRNA-Degradation jener in transient
mit dem HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen (siehe Anhang 8.4).

Es war entscheidend zu tberprufen, ob die Depletion der Proteine PKR und RIG | einen Ein-
fluss auf die Replikation der HCV-RNA austibt. Zu diesem Zweck wurde die in den PKR-
bzw. RIG I-depletierten Zellen vorhandene HCV-RNA-Menge 48 h p.t. mittels gRT-PCR
guantifiziert und mit jener in den Kontrollzellen (siGFP) verglichen. Dabei konnte kein Ein-
fluss auf die Replikation der viralen RNA detektiert werden (Abbildung 3.5 C).
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Abbildung 3.5: Die zellularen Proteine PKR und RIG | stellen essentielle Determinanten der HCV-induzier-
ten Stabilisierung der VEGF-A-mRNA dar. (A,B) Huh7-Zellen wurden 24 h nach siRNA-vermittelter Depletion
der zellularen Proteine PKR (A) bzw. RIG | (B) transient mit dem HCV-Replikon transfiziert und 48 h p.t. die
VEGF-A-mRNA-Degradation mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay analysiert. Als Kontrolle dienten Huh7-
Zellen, welche mit einer GFP-spezifischen siRNA behandelt und anschlieRend analog mit dem HCV-Replikon
transfiziert wurden. Die jeweiligen Mittelwerte der residualen VEGF-A-mRNA-Menge zum Zeitpunkt 180 min der
beiden Datenséatze wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf statistische Signifikanz gepruft. (**) P<0,001.
(C) Analyse der HCV-RNA-Menge in PKR- bzw. RIG I-depletierten Huh7-Zellen, sowie in Kontrollzellen (siGFP)
48 h nach der Transfektion mit dem HCV-Replikon mittels gRT-PCR. Die in den Kontrollzellen gemessene HCV-
RNA-Menge wurde als 100% definiert. Die HCV-RNA-Mengen der PKR- bzw. RIG I-depletierten Zellen sind als
Relativwerte, bezogen auf den 100%-Wert, angegeben. (D) Quantifizierung der mittels Western Blot detektierten
PKR- bzw. RIG I-Mengen in Huh7-Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach siRNA-vermittelter Depletion
von PKR (siPKR) bzw. RIG | (siRIG I). Die in den Kontrollzellen (siGFP) quantifizierten PKR- bzw. RIG I-Mengen
dienten als Referenz. (E) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der siRNA-vermittelten Depletion der zel-
lularen Proteine PKR und RIG | 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung der Zellen mit den entsprechenden siRNAs
(siGFP, siPKR, siRIG 1).

Des Weiteren wurden Experimente mit Huh7.5-Zellen durchgefiihrt. Diese Zelllinie unter-
scheidet sich von den ansonsten verwendeten Huh7-Zellen durch eine zum Funktionsverlust
fuhrende Punktmutation im Gen fir RIG | (Threonin zu Isoleucin an Aminosaure-Position 55),

wodurch die auf RIG | basierende Signhalkaskade inhibiert wird (Blight et al. 2002, Sumpter et
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al. 2005, Tanner et al. 2001). Die Huh7.5-Zellen wurden analog zu den Experimenten mit
Huh7-Zellen transient mit den Replikons HCV und HCV-mut transfiziert und 48 h p.t. mittels
Actinomycin D-Endpunkt-Assay die Degradation der VEGF-A-mRNA untersucht. Dabei repli-
zierte die HCV-RNA in den Huh7.5-Zellen genauso effizient, wie in den Huh7-Zellen
(Abbildung 3.6 B, vgl. Abbildung 3.2 A).
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Abbildung 3.6: Die transiente Replikation des HCV-Replikons hat in Huh7.5-Zellen keinen Einfluss auf die
VEGF-A-mRNA-Degradation. (A) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation in Huh7.5-Zellen 48 h nach transien-
ter Transfektion mit dem HCV- und dem HCV-mut-Replikon mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay. (B) Quantifi-
zierung der relativen viralen RNA-Mengen 0 h, 24 h, 48 h, und 72 h nach transienter Transfektion von Huh7.5-
Zellen mit dem HCV- und HCV-mut-Replikon mittels gRT-PCR. Die relativen viralen RNA-Mengen 24 h, 48 h und
72 h p.t. sind als prozentuale Werte angegeben, wobei die gemessene HCV-RNA-Menge 0 h p.t. als 1 definiert
wurde.

Wahrend in Huh7-Zellen als Folge der transienten Replikation des HCV-Replikons eine signi-
fikante Erh6hung der VEGF-A-mRNA-Stabilitat im Vergleich zu Kontrollzellen (transient mit
dem HCV-mut-Replikon transfiziert) beobachtet wurde, ist dies in Huh7.5-Zellen nicht detek-
tierbar (Abbildung 3.6 A). Dies bestatigt die Annahme, dass RIG | an der durch die Replikati-
on des HCV-Replikons induzierten Stabilisierung der VEGF-A-mRNA beteiligt ist.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Proteine RIG | und PKR essentielle
Faktoren fir die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA sind. Auf welche Weise

sie in diesen Prozess involviert sind, sollte im Weiteren n&dher untersucht werden.

3.3.2 Die transiente Replikation des HCV-Replikons induziert in Huh7-
Zellen die Phosphorylierung von PKR und elF2a

Im Folgenden sollte die Rolle der PKR fir den beobachteten Einfluss auf die VEGF-A-mRNA
naher untersucht werden. Dabei ist von zentralem Interesse, dass die erhdhte Stabilitat der
VEGF-A-mRNA durch die Replikation des HCV-Replikons in Huh7-Zellen ausgeldst wird,
nicht jedoch durch die Replikation des nahe verwandten WNV-Replikons. Es wurde vermu-
tet, dass eine durch die Replikation des HCV-Replikons ausgeltste Signalkaskade, welche
die verringerte Degradation der VEGF-A-mRNA bedingt, durch die Replikation des WNV-

Replikons entweder nicht ausgel®st, oder aktiv inhibiert wird. Wéahrend bereits nachgewiesen
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wurde, dass RIG | sowohl durch die Prasenz von HCV-RNA als auch von WNV-RNA aktiviert
werden kann (Errett et al. 2013, Fredericksen et al. 2006, Fredericksen et al. 2008, Loo et al.
2011, Shipley et al. 2012), wird die Rolle der PKR als PRR der WNV-Replikation kontrovers
diskutiert (Courtney et al. 2012, Elbahesh et al. 2011, Gilfoy et al. 2007). Es war deshalb von
Interesse, ob die transiente Replikation des HCV- bzw. des WNV-Replikons in Huh7-Zellen
die Aktivierung der PKR induziert. Es wird vermutet, dass die PKR nach Binden von dsRNA
dimerisiert und anschlieRend aufgrund einer Autophosphorylierung aktiviert wird. Im aktiven
Zustand kann die Kinase verschiedene Substrate phosphorylieren. Das wohl bedeutsamste
dieser Substrate ist der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor elF2a, dessen Phospho-
rylierung zur Inhibition der Translations-Initiation fuhrt (Hershey 1989, Hershey 1991,
Sudhakar et al. 2000). Als Reaktion auf die Detektion viraler RNA erscheint eine Translati-
ons-Inhibition fir die Wirtszelle vorteilhaft, da dies auch die Synthese der viralen Proteine
inhibiert, insofern deren Synthese von elF2a abhangig ist.

Um zu Uberprifen, ob die Replikation von HCV- bzw. WNV-RNA in Huh7-Zellen eine Aktivie-
rung der PKR auslost, wurden die Zellen mit den Replikon-RNAs transient transfiziert und
12 h p.t., sowie 48 h p.t. geerntet. Naive, sowie transient mit dem HCV-mut bzw. dem WNV-
mut-Replikon transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Als Maf3 fiir die Aktivierung der
PKR sollte die Phosphorylierung der PKR sowie die ihres Substrates elF2a mittels Western
Blot Uberprift werden. Es wurden deshalb Antikorper fur die Detektion verwendet, welche
spezifisch gegen die phosphorylierten Varianten von PKR (PKR-P) und elF2a (elF20-P) ge-
richtet sind. Dabei konnte 12 h p.t. eine Phosphorylierung der Proteine PKR und elF2a in
transient mit den Replikons HCV und HCV-mut transfizierten Zellen nachgewiesen werden,
nicht jedoch in naiven, sowie in transient mit den Replikons WNV und WNV-mut transfizier-
ten Zellen (Abbildung 3.7). Die detektierbare Menge an PKR-P und elF2a-P war in den Zel-
len mit dem transient replizierenden HCV-Replikon im Vergleich zu Zellen mit dem nicht-
replizierenden HCV-mut-Replikon etwa um das 4-fache erhéht (Daten nicht gezeigt).

Es kann angenommen werden, dass die Aktivierung der PKR auf die Prasenz der HCV-RNA
zuriickzufuhren ist. Die verstarkte Phosphorylierung von PKR und elF2o 12 h p.t. in den Zel-
len mit dem transient replizierenden HCV-Replikon im Vergleich zu Zellen mit dem nicht-
replizierenden HCV-mut-Replikon kdnnte daraus resultieren, dass die virale RNA-Menge
aufgrund der Replikation in den HCV-transfizierten Zellen erhoht ist. 48 h p.t. konnte die
Phosphorylierung von PKR und elF2a ausschliel3lich in den Zellen detektiert werden, in de-
nen das HCV-Replikon transient replizierte. In Zellen, welche mit dem WNV- und dem WNV-
mut-Replikon transfiziert wurden, konnte zu keinem Zeitpunkt eine Phosphorylierung von
PKR und elF2a beobachtet werden. Es kann geschlussfolgert werden, dass bei transienter

Replikation des WNV-Replikons die PKR entweder durch Absenz essentieller Determinanten
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nicht aktiviert wird, oder deren Aktivierung inhibiert wird. Unter der Annahme, dass die Akti-
vierung der PKR fir das Auslésen der putativen Signalkaskade, welche zur Stabilisierung
der VEGF-A-mRNA fuhrt, essentiell ist, konnte dies erklaren, warum die transiente Replikati-
on des HCV-Replikons die Stabilitdt der VEGF-A-mRNA erhoht, nicht jedoch die transiente
Replikation des WNV-Replikon. Es muss angemerkt werden, dass elF2a auch von anderen
Kinasen phosphoryliert werden kann (Han et al. 2001, Harding et al. 2000, Kimball 1999, Lu
et al. 2001). Die detektierte Phosphorylierung von elF2a kénnte somit potentiell auch auf

eine andere Kinase als die PKR zurtickzuftihren sein.
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Abbildung 3.7: Aktivierung der PKR durch HCV-RNA. Western-Blot von elF2a-P, GAPDH und PKR-P in Ge-
samtzell-Proben von naiven Huh7-Zellen, sowie nach transienter Transfektion von Huh7-Zellen mit dem HCV-,
dem HCV-mut-, dem WNV- und dem WNV-mut-Replikon 12 h p.t. (Abbildung links), sowie 48 h p.t. (Abbildung
rechts). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Der Nachweis der viralen Replikation erfolgte durch Detekti-
on der viralen Proteine HCV-NS5B bzw. WNV-NS5. Das Experiment wurde zweimal unabhangig voneinander
durchgefihrt. M — Marker

Es kann zusammengefasst werden, dass die intrazellulare Prasenz der HCV- und der HCV-
mut-RNA zur Phosphorylierung von PKR und elF2a fihrt. Dabei induziert die replizierende
HCV-RNA eine starkere Phosphorylierung der beiden Proteine als die replikationsdefiziente
HCV-mut-RNA. Im Gegensatz zur HCV-RNA, induzierten die WNV-, sowie die WNV-mut-
RNA keine Phosphorylierung von PKR und elF2o.

3.3.3 Die simultane Transfektion des WNV- und des HCV-mut-Replikons
induziert die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA

Wie bereits in Kapitel 3.3.2 angedeutet, kann spekuliert werden, dass die transiente Replika-
tion des HCV-Replikons in Huh7-Zellen zellulare Komponenten und/oder Signalkaskaden
aktiviert, welche entweder durch die WNV-Replikation nicht aktiviert oder sogar inhibiert wer-
den. In beiden Fallen wéare es denkbar, dass durch die simultane intrazellulare Prasenz der

replikationsdefizienten HCV-mut-RNA und der replizierenden WNV-RNA die notwendigen
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Voraussetzungen gegeben sind, um diese Signalkaskade zu aktivieren und somit die VEGF-
A-mRNA-Stabilisierung zu induzieren.

Deshalb wurden Huh7-Zellen transient mit der in vitro transkribierten RNA der beiden Repli-
kons WNV und HCV-mut simultan transfiziert und die Degradation der VEGF-A-mRNA mit-
tels Actinomycin D-Endpunkt-Assay 48 h p.t. analysiert. Neben dieser Co-Transfektion wur-
den Transfektionen der einzelnen Replikons als Negativkontrolle mitgefiihrt. Wie in Abbil-
dung 3.8 A dargestellt, entsprach die residuale VEGF-A-mRNA-Menge 180 min nach Acti-
nomycin D-Zugabe in mit beiden RNAs simultan transfizierten Huh7-Zellen (mit ca. 67% der
Ausgangs-Transkriptmenge) in etwa der Menge, welche bei transienter Replikation des
HCV-Replikons detektiert wurde (vgl. Kapitel 3.2). Die Transfektion der einzelnen Replikon-
RNAs (WNV, HCV-mut) hatte wie erwartet keinen Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-
MRNA. Zudem wurde die Halbwertszeit der VEGF-A-mRNA in Huh7-Zellen 48 h nach simul-
taner Transfektion des WNV- und des HCV-mut-Replikons mittels Actinomycin D-Assay be-
stimmt. Unter Annahme einer vollstandigen Degradation der VEGF-A-mRNA entsprach sie
jener nach Transfektion der Huh7-Zellen mit dem HCV-Replikon (vgl. Anhang 8.4).

Unter der Annahme, dass die HCV-RNA den Ausloser des Prozesses darstellt, welcher zu
der verringerten Degradation der VEGF-A-mRNA flhrt, erscheint es zunachst kontrovers,
dass die transiente Transfektion von Huh7-Zellen mit der HCV-mut-RNA nicht zur Stabilisie-
rung der VEGF-A-mRNA fiihrt. Es muss jedoch beachtet werden, dass die virale RNA inner-
halb der Wirtszelle Degradationsprozessen unterliegt, welche bei einer nicht replizierenden
viralen RNA zum vollstandigen Abbau fuhrt. Es ware somit denkbar, dass die beobachteten
Unterschiede nach transienter Transfektion von Huh7-Zellen mit dem HCV-Replikon und der
HCV-mut-RNA darauf zurlickzufiihren sind, dass aufgrund der Replikation der HCV-RNA
hohere virale RNA-Mengen innerhalb der Zelle vorliegen. Eine positive Korrelation zwischen
der Quantitat der viralen RNA innerhalb der Wirtszellen und der Stabilitéat der VEGF-A-mRNA
erschien zunachst plausibel, da die maximale Stabilitat der VEGF-A-mRNA 48 h nach tran-
sienter Transfektion der Huh7-Zellen mit dem HCV-Replikon detektierbar ist, was dem Zeit-
punkt der maximalen viralen Replikation entspricht.

Deshalb war es von entscheidender Bedeutung zu Uberprifen, ob bei simultaner Transfekti-
on der Replikons WNV und HCV-mut ein Einfluss auf die Quantitat der HCV-mut-RNA im
Vergleich zur alleinigen Transfektion mit HCV-mut-RNA festgestellt werden kann. Die simul-
tane intrazellulare Prasenz von WNV- und HCV-mut-RNA kdnnte zum einen aufgrund von
Konkurrenz um die zellulare Degradationsmaschinerie den Abbau der HCV-mut-RNA inhibie-
ren, zum anderen musste ausgeschlossen werden, dass die durch die Translation des WNV-
Replikons synthetisierten Proteine die HCV-mut-RNA in trans replizieren. Deshalb wurden

Huh7-Zellen zum einen simultan mit den Replikons WNV und HCV-mut und zum anderen

48



Ergebnisse

nur mit dem HCV-mut-Replikon transient transfiziert. Im Zeitraum bis 48 h p.t. wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten jeweils Proben entnommen und die HCV-mut-RNA-Quantitaten
mittels qRT-PCR ermittelt. Die HCV-mut-RNA-Mengen, welche in den Zellen jeweils unmit-
telbar nach der Transfektion gemessen wurden (Zeitpunkt O h), wurden als 100% definiert
und die RNA-Mengen der Ubrigen Zeitwerte auf diesen Anfangswert bezogen. Es ist anzu-
merken, dass zum Zeitpunkt O h in beiden Proben (HCV-mut transient, WNV + HCV-mut
transient) ahnliche Quantitaten der HCV-mut-RNA detektiert wurden. Wie Abbildung 3.8 B
entnommen werden kann, konnte durch simultane Transfektion mit dem WNV-Replikon kein
Einfluss auf die Quantitat der HCV-mut-RNA festgestellt werden. Die Degradation der nicht
replizierenden HCV-mut-RNA verlief bei beiden Transfektionen analog. Die bei Co-
Transfektion der Replikons WNV und HCV-mut beobachtete erhdhte Stabilitat der VEGF-A-
MRNA ist somit nicht auf unterschiedliche Quantitaten der HCV-mut-RNA in den Wirtszellen
zuruickzufuhren.

Die PAMPs der HCV-RNA, welche zur Aktivierung der PRRs fuhren, sind bereits in frilheren
Studien identifiziert worden [RIG I: Triphosphat-Struktur am 5 Terminus, poly-U/UC-Motive in
3'UTR der viralen RNA (Hornung et al. 2006, Pichimair et al. 2006, Schmidt et al. 2009,
Schnell et al. 2012, Yoneyama et al. 2004); PKR: virale IRES (Arnaud et al. 2011, Shimoike
et al. 2009, Toroney et al. 2010)]. Da die HCV-mut-RNA diese Elemente enthélt, wurde ver-
mutet, dass ihre intrazellulare Prasenz die Aktivierung der PRRs induzieren kann, welche als
essentielle Komponenten der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung identifiziert
wurden. Da die alleinige transiente Transfektion der HCV-mut-RNA jedoch keinen Einfluss
auf die VEGF-A-mRNA-Degradation ausibt, wurde weiterhin spekuliert, dass neben der
Prasenz viraler RNA, welche die entsprechenden PAMPs enthalt, auch die virale Replikation
fur die Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung essentiell ist.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die transiente Transfektion der Huh7-Zellen mit dem
HCV-Replikon in der Aktivierung der PKR resultiert, die mit dem WNV-Replikon hingegen
nicht (vgl. Kapitel 3.3.2) und weiterhin bekannt war, dass die PKR flur die HCV-induzierte
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA essentiell ist (vgl. Kapitel 3.3.1), sollte im Folgenden un-
tersucht werden, ob die simultane Transfektion von Huh7-Zellen mit den Replikons WNV und
HCV-mut in der Aktivierung der PKR resultiert. Zu diesem Zweck wurde in analoger Vorge-
hensweise zu dem in Kapitel 3.3.2 erlauterten Experiment 12 h und 48 h nach der Co-
Transfektion von Huh7-Zellen mit dem WNV- und dem HCV-mut-Replikon die Aktivierung der
PKR mittels Western Blot Uberprift. Als Kontrollen dienten naive Huh7-Zellen, sowie tran-
sient mit dem HCV-mut-, bzw. dem WNV-Replikon transfizierte Zellen. Wie in Abbildung
3.8 C dargestellt, konnte die Phosphorylierung der Proteine PKR und elF2a 12 h nach simul-

taner Transfektion der Replikons WNV und HCV-mut ebenso nachgewiesen werden, wie
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nach transienter Transfektion des HCV-mut-Replikons. In den Proben der naiven bzw. tran-
sient mit dem WNV-Replikon transfizierten Zellen konnten hingegen keine Signale fur die
phosphorylierten Varianten von PKR und elF2a detektiert werden. Diese Beobachtungen
stehen in Ubereinstimmung mit den in Kapitel 3.3.2 dargestellten Ergebnissen. Zum Zeit-
punkt 48 h p.t. konnte in keiner der Proben eine Phosphorylierung dieser Proteine nachge-
wiesen werden. Es kann vermutet werden, dass dies auf die Degradation der HCV-mut-RNA
zuriickzufuhren ist. Dass die simultane Transfektion von Huh7-Zellen mit dem WNV- und
dem HCV-mut-Replikon zum Zeitpunkt 48 h p.t. dennoch in einer erhéhten Stabilitat der
VEGF-A-mRNA resultiert, deutet darauf hin, dass die Aktivierung der PKR zum Zeitpunkt
48 h p.t. nicht essentiell fir die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA ist.
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Abbildung 3.8: Die simultane Transfektion von Huh7-Zellen mit dem WNV- und dem HCV-mut-Replikon in-
duziert die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA. (A) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation in Huh7-Zellen
48 h nach transienter Transfektion mit dem WNV-Replikon, dem HCV-mut-Replikon bzw. simultaner Transfektion
beider Replikons durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Die jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-Menge der
transient transfizierten Zellen zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100% definiert (0 min).
Die Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin geprift. (**) P<0,001
(B) Bestimmung der relativen HCV-mut-RNA-Menge nach transienter Transfektion von Huh7-Zellen mit dem
HCV-mut-Replikon bzw. simultaner Transfektion der Replikons WNV und HCV-mut mittels gRT-PCR. (C) Repra-
sentativer Western Blot der Proteine GAPDH, PKR-P und elF2a-P 12 h p.t. (Abbildung links), sowie 48 h p.t.
(Abbildung rechts) in Gesamtzell-Proben von naiven Huh7-Zellen, sowie nach transienter Transfektion von Huh7-
Zellen mit dem WNV-, bzw. dem HCV-mut-Replikon und simultaner Transfektion mit beiden Replikons. GAPDH
wurde als Ladekontrolle verwendet. Der Nachweis der WNV-Replikation erfolgte durch Detektion der viralen Po-
lymerase WNV-NS5. Das Experiment wurde zweimal unabhéngig voneinander durchgefihrt.
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Es kann angenommen werden, dass die simultane Transfektion mit replizierender WNV-
Replikon-RNA und nicht replizierender HCV-mut-RNA einen vergleichbaren Prozess akti-
viert, wie die transiente Replikation des HCV-Replikons. In beiden Fallen sind sowohl eine
replizierende virale RNA als auch die PAMPs der HCV-RNA in den Wirtszellen prasent. Es
erscheint plausibel, dass bei simultaner Transfektion mit replizierender WNV-Replikon-RNA
und nicht replizierender HCV-mut-RNA die Rolle der HCV-mut-RNA in der Aktivierung der
PKR und der darauffolgenden Phosphorylierung von elF2a besteht.

3.34 Die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA kann in Huh7-Zellen, in denen
das WNV-Replikon transient repliziert, durch Tunicamycin induziert
werden

In Séugetierzellen sind bisher 4 Kinasen bekannt, welche als Reaktion auf verschiedene Ar-
ten von Stress, elF2a phosphorylieren konnen. Dazu gehoren die bereits beschriebene PKR,
welche durch dsRNA aktiviert wird und somit einen zentralen Faktor bei der Erkennung vira-
ler Infektionen darstellt (Diebold et al. 2003, McAllister et al. 2009, McAllister et al. 2012,
Williams 2001), sowie die PKR-like endoplasmatic reticulum kinase (PERK), welche als Kon-
sequenz von ER-Stress aktiviert wird (Harding et al. 2000).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob bei Aktivierung der PERK (alternativ zur PKR) in
Zellen, in denen das WNV-Replikon transient repliziert, ebenfalls ein Einfluss auf die Stabili-
tat der VEGF-A-mRNA nachgewiesen werden kann. Zu diesem Zweck wurde ER-Stress
durch Applikation von Tunicamycin in das Zellkulturmedium induziert. Dieses Nukleosid-
Antibiotikum hemmt die N-Glycosylierung von Proteinen im ER, wodurch die unfolded protein
response (UPR) ausgelost wird. Diese umfasst neben Anderungen der Genexpression auch
die durch die PERK vermittelte Inhibition der Translation durch Phosphorylierung von
elF2a (Harding et al. 2000). Die bei transienter Transfektion von Huh7-Zellen mit dem HCV-
Replikon induzierte Phosphorylierung von elF2a, welche vermutlich durch die PKR vermittelt
wird, kann somit durch Stimulation der Zellen mit Tunicamycin imitiert werden.

Zum Nachweis der ER-Stress-Induktion durch Tunicamycin wurden bereits mehrere Metho-
den etabliert (Samali et al. 2010). Dabei stellen die Transkripte von GRP78 und CHOP gan-
gige Marker dar (siehe Anhang 8.5). Auch die Phosphorylierung von elF2a, sowie das Splei-
Ren der X box-binding protein 1 (XBP1)-mRNA konnen zum Nachweis der ER-Stress-
Induktion untersucht werden. Die als Folge der UPR aktivierte Endonuklease ERN1 (endop-
lasmic reticulum to nucleus signaling 1) spaltet die XBP1-mRNA, wodurch das anschliel3end
translatierte Protein XBP1 als Transkriptionsfaktor agieren kann (Calfon et al. 2002, Lee et
al. 2003). Mittels RT-PCR kénnen unter Verwendung geeigneter Primer sowohl die gespleifl3-
te als auch die ungespleif3te Variante dieses Transkripts nachgewiesen werden (Samali et al.
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2010). In Vorversuchen wurden Huh7-Zellen mit Tunicamycin behandelt und die Induktion
von ER-Stress mittels der beschriebenen Methoden tberprift. Dabei konnten die Phosphory-
lierung von elF2a, eine erhdhte GRP78- und CHOP-Transkriptmenge und die gespleildte
XBP1-mRNA nachgewiesen werden (siehe Anhang 8.5). In den folgenden Experimenten
erfolgte der Nachweis der ER-Stress-Induktion anhand des XBP1-mRNA-SpleiRens. Dabei
wurde der Zeitraum von 0 - 12 h nach Zugabe von Tunicamycin betrachtet, da in den Vor-
versuchen gezeigt werden konnte, dass das charakteristische kirzere XBP1-Transkript bis
12 h nach der Behandlung der Zellen mit Tunicamycin nachweisbar ist.

Es war von Interesse, ob die Induktion von ER-Stress mittels Tunicamycin in Zellen, in denen
das WNV-Replikon transient repliziert, in einer erhdhten Stabilitat der VEGF-A-mRNA resul-
tiert. Zu diesem Zweck wurden Huh7-Zellen zunéchst analog zu den vorherigen Experimen-
ten mit der WNV-RNA transfiziert und 0 h, 24 h oder 36 h p.t. durch Applizieren von Tuni-
camycin in das Zellkulturmedium ER-Stress induziert. Zum Nachweis der erfolgreichen ER-
Stress-Induktion wurde das Spleif3en der XBP1-mRNA O h, 4 h, 8 h und 12 h nach der Zuga-
be von Tunicamycin mittels RT-PCR untersucht. Dabei konnte in allen mit Tunicamycin sti-
mulierten Zellen das charakteristische kirzere XBP1-Transkript nachgewiesen werden
(Abbildung 3.9 B). Des Weiteren wurde die Degradation der VEGF-A-mRNA 48 h p.t. mittels
Actinomycin D-Endpunkt-Assay untersucht. Wie in Abbildung 3.9 A dargestellt, konnte bei
Stimulieren der Zellen mit Tunicamycin unmittelbar nach der Transfektion mit dem WNV-
Replikon (0 h p.t.) eine erhohte Stabilitat der VEGF-A-mRNA detektiert werden. Bei Zugabe
von Tunicamycin zu spéateren Zeitpunkten nach der Transfektion (24 h, 36 h p.t.) war die De-
gradation der VEGF-A-mRNA hingegen unverdndert. Als Referenz dienten dabei transient
mit dem WNV-Replikon transfizierte Huh7-Zellen, welche nicht mit Tunicamycin stimuliert
wurden. Somit scheint das Auftreten von ER-Stress zu friihen Zeitpunkten nach dem Eintritt
der viralen RNA von entscheidender Bedeutung zu sein. Die Induktion von ER-Stress durch
Tunicamycin in naiven Huh7-Zellen Ubte keinen Einfluss auf die VEGF-A-mRNA-Degradation
aus (Daten nicht gezeigt). Es kann spekuliert werden, dass der erhdhten Stabilitat der VEGF-
A-mRNA in mit Tunicamycin behandelten Zellen, in denen das WNV-Replikon transient repli-
Ziert, die gleichen Mechanismen zu Grunde liegen, wie in transient mit dem HCV-Replikon
oder simultan mit dem WNV- und dem HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen.

Dass sich weder die Prasenz nicht replizierender HCV-mut-RNA, noch die Induktion von ER-
Stress in Huh7-Zellen mittels Tunicamycin als hinreichend erwies, um die Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA zu induzieren, deutet darauf hin, dass weitere, bisher unbestimmte Faktoren
essentiell sind, um die putative Signalkaskade auszultsen, welchen den Einfluss auf die
VEGF-A-mRNA-Degradation bedingen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stabi-

lisierung der VEGF-A-mRNA in transient mit dem WNV-Replikon transfizierten Zellen durch
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zusatzliche Stimuli induziert werden kann. Dabei erwies sich sowohl die Transfektion mit der
HCV-mut-RNA, als auch die Behandlung der transfizierten Zellen mit Tunicamycin als hinrei-
chender zusatzlicher Stimulus.
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Abbildung 3.9: Induktion von ER-Stress durch Tunicamycin. Huh7-Zellen wurden transient mit dem WNV-
Replikon transfiziert und 0 h, 24 h bzw. 36 h p.t. durch Applikation von Tunicamycin in das Zellkulturmedium ER-
Stress induziert. Als Negativkontrolle dienten mit dem WNV-Replikon transfizierte Zellen, welche nicht mit Tuni-
camycin behandelt wurden (WNV-T.). (A) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation 48 h p.t. mittels Actinomycin
D-Endpunkt-Assay. Die Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin
geprift. (***) P<0,0001.(B) Analyse des SpleiRens der XBP1-mRNA zum Nachweis der erfolgreichen Induktion
von ER-Stress. Die Zellernte erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe von Tunicamycin in das Zellkul-
turmedium (0 h, 4 h, 8 h und 12 h). Es ist zu beachten, dass die Proben der Negativkontrolle (WNV-T.) O h, 4 h,
8 h und 12 h nach der Transfektion geerntet wurden. Unter Verwendung geeigneter Primer kdnnen mittels RT-
PCR sowohl die ungespleidte (angedeutet durch Raute) als auch die gesplei3te Variante (angedeutet durch
Pfeilspitze) des XBP1-Transkripts nachgewiesen werden. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarose-
gel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid unter Anregung durch UV-Licht visualisiert.

3.35 Die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung kann in der persistenten HCV-
Zelllinie durch Phosphorylierung von elF2a rekonstituiert werden

Wie bereits in Kapitel 1.4 erwahnt, kann das HCV-Replikon auch persistent in Huh7-Zellen
replizieren. Im Gegensatz zur transienten Transfektion ist dies gekennzeichnet durch die
dauerhafte Replikation der viralen RNA in den Wirtszellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die persistente HCV-Zelllinie Huh7/JFH1 verwendet (siehe 2.1.3). Wie ebenfalls in Kapitel
1.4 erwahnt, wurde in Vorarbeiten beobachtet, dass sich die VEGF-A-mRNA-Degradation in
der persistenten HCV-Zelllinie nicht von der in naiven Huh7-Zellen unterscheidet (‘). Die
Stabilisierung dieser mRNA kann also bei transienter, nicht jedoch bei persistenter Replikati-
on des HCV-Replikons nachgewiesen werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung in der persistenten HCV-Zelllinie wiederhergestellt werden
kann (durch UE von TIA1-vl) (*). Es kann spekuliert werden, dass beziglich der putativ durch
die HCV-Replikation aktivierten Signalkaskade eine zellulare Gegenregulation existiert, wel-
che zur Deaktivierung dieser Kaskade fuihrt. Es erscheint plausibel, dass in Folge der Deak-
tivierung der Signalkaskade die Degradation der VEGF-A-mRNA in persistent mit dem HCV-

Replikon transfizierten Zellen wieder dem Ausgangszustand (naive Huh7-Zellen) entspricht.
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Die in den Kapiteln 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4 dargestellten Daten deuten darauf hin, dass die
Phosphorylierung von elF2a z.B. durch die Kinasen PKR (aktiviert durch HCV- oder HCV-
mut-RNA) oder PERK (aktiviert durch ER-Stress), an der Induktion der VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung beteiligt ist. Daher war von Interesse, ob die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA
in der persistenten HCV-Zelllinie durch Phosphorylierung von elF2a rekonstituiert werden
kann. Deshalb wurde in der persistenten HCV-Zelllinie durch Zugabe von Tunicamycin in das
Zellkulturmedium ER-Stress induziert. Nach 6 h, 9 h, 12 h und 18 h wurden die Phosphory-
lierung von elF2a mittels Western Blot (Abbildung 3.10 C) und die Degradation der VEGF-A-
MRNA mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay untersucht (Abbildung 3.10 A). Unbehandelte
Zellen der persistenten HCV-Zelllinie dienten dabei als Negativkontrolle. Es konnte gezeigt
werden, dass die VEGF-A-mRNA 9 h und 12 h nach Tunicamycin-Zugabe eine erhdhte Sta-
bilitat aufweist. Nach 6 h und 18 h hingegen konnte keine Stabilisierung dieser mRNA nach-
gewiesen werden. Phosphoryliertes elF2a konnte 6 h, 9 h, 12 h und 18 h nach der Zugabe
von Tunicamycin nachgewiesen werden. Interessanterweise wurden 9 h bzw. 12 h nach der
ER-Stress-Induktion hdhere elF2a-P-Quantitaten detektiert, als nach 6 h bzw. 18 h. Es kann
zusammengefasst werden, dass in der persistenten HCV-Zelllinie die VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung durch Behandlung mit Tunicamycin in einem begrenzten Zeitrahmen rekonsti-
tuiert werden kann. Es erscheint plausibel, dass zu spateren Zeitpunkten (>12 h nach Tuni-
camycin-Zugabe) die putative zellulare Gegenregulation die Ursache fur die wieder abneh-
mende VEGF-A-mRNA-Stabilitdt darstellt. Die Induktion von ER-Stress in naiven Huh7-
Zellen mittels Tunicamycin hatte keinen Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-mRNA
(Daten nicht gezeigt).

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden Uberexpressionsstudien mit PKR und elF2a in
der persistenten HCV-Zelllinie durchgefiihrt. Dazu wurden zum einen Plasmide verwendet,
welche die heterologe Expression der Wildtyp-Varianten von PKR und elF2a erlauben (siehe
Anhang 8.3). Zum anderen wurden Plasmide generiert, die geeignet waren, um die Aktivie-
rung der PKR in vivo zu imitieren. Die PKR kann strukturell in eine Kinase-Domane und eine
dsRNA-Bindedoméne (dsRBD) unterteilt werden. Entsprechend eines der derzeit gangigen
Modelle der PKR-Aktivierung wird angenommen, dass intramolekulare Interaktionen zwi-
schen der dsRBD und der Kinasedoméne aufgrund der resultierenden Proteinkonformation
die Kinaseaktivitdt der PKR inhibieren. Durch Interaktion der dsRBD mit dsRNA wird die Pro-
teinkonformation veréndert und die PKR somit aktiviert. Die separate Translation der Kina-
sedomane resultiert somit in einer konstitutiv aktiven PKR-Mutante, da der inhibierende Ein-
fluss der dsRBD eliminiert wurde. Die Generierung und Funktionalitéat solcher PKR-Mutanten
ist bereits beschrieben worden (Nanduri et al. 1998, Nanduri et al. 2000, Wu et al. 1997).
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Abbildung 3.10: Die Phosphorylierung von elF2a in der persistenten HCV-Zelllinie rekonstituiert die
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung. (A, B) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation durch Actinomycin D-Endpunkt-
Assay. Die jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-Menge zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde
als 100% definiert (O min). Die Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abwei-
chung hin geprift. (**) P<0,001. (A, C) In der persistenten HCV-Zelllinie wurde durch Zugabe von Tunicamycin
(T.) in das Zellkulturmedium ER-Stress induziert. (A) Der Actinomycin D-Endpunkt-Assay wurde 6 h, 9 h, 12 h
oder 18 h nach Tunicamycin-Zugabe durchgefihrt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen der persis-
tenten HCV-Zelllinie (-T.) (B) 24 h nach der UE der Wildtyp-Proteine elF2o und PKR, sowie der Varianten PKR-
KD und elF2aS51D in Zellen der persistenten HCV-Zelllinie wurde ein Actinomycin D-Endpunkt-Assay durchge-
fuhrt. (C) Repréasentativer Western Blot von Vinculin und phosphoryliertem elF2a zu den angegebenen Zeitpunk-
ten nach der Behandlung der Zellen der persistenten HCV-Zelllinie mit Tunicamycin. (D, E) Reprasentative Wes-
tern Blots zum Nachweis der Synthese der (D) PKR- und (E) elF2a-Varianten in Gesamtzell-Proben von unbe-
handelten Zellen der persistenten HCV-Zelllinie, sowie 24 h nach der Transfektion der Plasmide, welche fiir die
Wildtyp-Varianten (WT), sowie die konstitutiv aktive PKR-Kinase-Doméne (KD) bzw. die pseudophosphorylierte
elF2a-Variante (S51D) codieren. Aufgrund der Deletion der Aminoséauren 2-170 betrégt das Molekulargewicht der
PKR-KD-Variante (KD) etwa 43 kDa (angedeutet durch Pfeilspitze). (F) Repréasentativer Western Blot von PKR,
elF2a-P und Vinculin in Gesamtzell-Proben von Zellen der persistenten HCV-Zelllinie 24 h nach der Transfektion
von 1 ug (je Kavitat einer 6-well-Platte), 3 pg bzw. 5 pg des fur die konstitutiv aktive PKR-KD codierenden Plas-
mids. (C-F) Vinculin wurde als Ladekontrolle verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Plasmid konstruiert, welches fir eine PKR-Mutante co-
diert, bei der die dsRBD (Aminoséureposition 2-170) deletiert ist (im Folgenden als PKR-KD
bezeichnet). Des Weiteren wurde eine phosphomimetische Variante von elF2a generiert

(Austausch des Serins an Aminosaureposition 51 gegen Aspartat, im Folgenden als
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elF2aS51D bezeichnet). Die generierten Plasmide wurden in Zellen der persistenten HCV-
Zelllinie transfiziert und die Expression mittels Western Blot Uberprft. Wie in Abbildung 3.10
D und E dargestellt, konnte die Synthese sowohl der Wildtyp-Proteine (PKR, elF2a), als
auch der Mutanten (PKR-KD, elF2aS51D) in den entsprechend transfizierten Zellen nach-
gewiesen werden. Hierbei wurde bei Transfektion der Zellen mit dem PKR-KD-Plasmid die
Phosphorylierung von elF2a als Mal3 fur die Funktionalitdt der PKR-KD betrachtet. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Transfektion zunehmender Quantitaten des PKR-KD-
Plasmids mit einer erhéhten Phosphorylierung von elF2q korreliert (Abbildung 3.10 F).

Im Folgenden wurde die VEGF-A-mRNA-Degradation in der persistenten HCV-Zelllinie 24 h
nach der Transfektion der generierten Konstrukte mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay
analysiert (Abbildung 3.10 B). Es ist anzumerken, dass nach langerfristiger UE der Varianten
elF2aS51D und PKR-KD die Vitalitat der Zellen eingeschréankt war und daher eine Analyse
der VEGF-A-mRNA-Degradation zu spateren Zeitpunkten nicht durchgefiihrt wurde. Es
konnte gezeigt werden, dass die UE der Varianten elF20S51D und PKR-KD in der persisten-
ten HCV-Zelllinie die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA rekonstituiert. Die UE der Wildtyp-
Varianten (PKR, elF2a) hatte hingegen keinen Einfluss auf die VEGF-A-mRNA-Degradation.
Bei Transfektion von Huh7-Zellen mit den generierten Plasmiden fiir die UE von elF2a,
elF2aS51D, PKR und PKR-KD blieb die VEGF-A-mRNA-Stabilitat unverandert (Daten nicht
gezeigt). Dies bestétigt die bisherige Annahme, dass die Phosphorylierung von elF2a. an der
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA beteiligt ist. Dabei erscheint es unerheblich, wodurch die
Phosphorylierung induziert wird. Es wurde daher geschlussfolgert, dass die Stabilisierung
der VEGF-mRNA ein der elF2a-Phosphorylierung nachgeordnetes Ereignis darstellt.

Da bereits bekannt war, dass die Proteine PKR und RIG | fir die HCV-induzierte Stabilisie-
rung der VEGF-A-mRNA essentiell sind, sollte zudem Uberprift werden, ob diese beiden
Proteine in der persistenten HCV-Zelllinie in dhnlichen Mengen vorhanden sind wie in Huh7-
Zellen. Somit sollte ausgeschlossen werden, dass die fehlende Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA in den persistent transfizierten Zellen darauf zurlckzufuhren ist, dass die Expression
von PKR und/oder RIG | in der der persistenten HCV-Zelllinie herunterreguliert ist. Bei der
Analyse von Gesamtzell-Extrakten von Huh7-Zellen und Zellen der persistenten HCV-
Zelllinie mittels Western Blot konnten keine signifikanten Unterschiede der PKR- bzw. RIG I-
Quantitaten detektiert werden (Abbildung 3.11). Es kann somit angenommen werden, dass
die erhdhte VEGF-A-mRNA-Degradation bei persistenter Transfektion der Zellen mit dem
HCV-Replikon im Vergleich zu transienter Transfektion nicht aus einer unterschiedlichen

Expression von PKR und/oder RIG | resultiert.
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Abbildung 3.11: PKR und RIG | sind in Huh7-Zellen und der persistenten HCV-Zelllinie in &hnlichen Quan-
titdten vorhanden. (A) Reprasentativer Western Blot von PKR und RIG | im Gesamtzell-Extrakt von Huh7-Zellen
und Zellen der persistenten HCV-Zelllinie. Der Nachweis von Vinculin diente als Ladekontrolle und wurde zur
Normalisierung der detektierten PKR- und RIG I-Signale verwendet. (B) Quantifizierung der detektierten PKR-
und RIG I-Mengen in Huh7-Zellen und Zellen der persistenten HCV-Zelllinie. Die jeweiligen in den Huh7-Zellen
detektierten Proteinmengen wurden als 100% definiert.

3.3.6 Die simultane Transfektion des WNV-Replikons und der HCV-IRES
induziert die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA

Es war von Interesse, ob bestimmte Sequenzbereiche der HCV-mut-RNA definiert werden
kénnen, welche bei simultaner Transfektion mit dem WNV-Replikon in Huh7-Zellen zur In-
duktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung fuhren. Zu diesem Zweck wurde zunéchst eine am
3 Ende verkirzte Transkriptvariante der HCV-mut-RNA generiert. Diese wurde in Kombinati-
on mit dem WNV-Replikon transient in Huh7-Zellen transfiziert. Die Analyse der VEGF-A-
MRNA-Degradation erfolgte analog zu vorherigen Experimenten mittels Actinomycin D-
Endpunkt-Assay 48 h p.t. Das verkurzte Transkript umfasst die ersten 626 nt des HCV-
Genoms und erwies sich als hinreichend, um bei simultaner Transfektion mit dem WNV-
Replikon die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA zu induzieren (Daten nicht gezeigt). Dieser
hochstrukturierte Bereich représentiert hauptsachlich die virale IRES, welche 4 stemloop-
Strukturen (SL I, SL I, SL lll und SL IV) enthalt. Deshalb wurden im Folgenden Konstrukte
generiert, welche beginnend vom authentischen viralen 5"Ende entweder alle vier stemloops
(SL1-4), die stemloops I, Il und Il (SL1-3) oder die stemloops | und Il (SL1-2) enthielten
(Abbildung 3.12) (siehe Anhang 8.1 und 8.3). Die ausgehend von diesen Konstrukten syn-
thetisierten in vitro Transkripte wurden in Kombination mit dem WNV-Replikon transient in
Huh7-Zellen transfiziert. Dabei wurden die Quantitdten der von der HCV-IRES abgeleiteten
RNAs so gewahlt, dass sie sich aquimolar zu den in anderen Experimenten verwendeten
3 ug der HCV-mut-RNA verhielten.

Als Kontrollen dienten die simultane Transfektion der Replikons WNV und HCV-mut, sowie
die Transfektion des WNV-Replikons. 48 h nach der Transfektion wurde die virale Replikati-
on mittels Western Blot Uberprift (Abbildung 3.12 C). Analog zu den bisherigen Experimen-
ten wurde anschlieBend die VEGF-A-mRNA-Degradation (48 h p.t.) mittels Actinomycin D-

Endpunkt-Assay und anschlieBender Quantifizierung mittels gRT-PCR untersucht. Es konnte
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gezeigt werden, dass bei transienter Transfektion der SL1-4-RNA in Kombination mit dem
WNV-Replikon die VEGF-A-mRNA stabilisiert ist (Abbildung 3.12 B). Die VEGF-A-mRNA-
Menge 180 min nach Zugabe von Actinomycin D war dabei vergleichbar mit der bei transien-
ter Transfektion der Huh7-Zellen mit dem HCV-Replikon oder dem WNV-Replikon in Kombi-
nation mit der HCV-mut-RNA. Bei transienter Transfektion der starker verkirzten Replikon-
Varianten (SL1-2 und SL1-3) in Kombination mit dem WNV-Replikon konnte kein Einfluss auf
die VEGF-A-mRNA-Degradation detektiert werden. Interessant erscheint in diesem Kontext,
dass bereits beschrieben wurde, dass die PKR an die HCV-IRES bindet und dadurch akti-
viert wird. Dabei werden sowohl die stemloops Ill und IV (Shimoike et al. 2009), als auch der
stemloop |l als aktivierende Determinanten diskutiert (Toroney et al. 2010).

Zusatzlich wurde eine detaillierte Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation mittels Actinomy-
cin D-Assay durchgeflihrt. Die berechneten Halbwertszeiten kdnnen dem Anhang entnom-
men werden (vgl. Anhang 8.4). Es kann geschlussfolgert werden, dass bei einer Co-Trans-
fektion mit dem WNV-Replikon entweder der stemloop 4 oder alle 4 stemloops der HCV-
IRES essentiell sind, um die putative Signalkaskade auszultsen, welche zur Stabilisierung
der VEGF-A-mRNA fuhrt. Bei transienter Transfektion der Transkripte SL1-2, SL1-3 und
SL1-4 in Huh7-Zellen ohne simultane Transfektion des WNV-Replikons war die Degradation
der VEGF-A-mRNA unverandert (Daten nicht gezeigt).

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die Co-Transfektion der WNV-RNA mit den be-
schriebenen verkirzten HCV-RNAs (SL1-4, SL1-3) in der Phosphorylierung der Proteine
PKR und elF2a resultiert. Analog zu den in Kapitel 3.3.3 dargelegten Experimenten wurden
deshalb 12 h, sowie 48 h nach der simultanen Transfektion von Huh7-Zellen mit dem WNV-
Replikon und der SL1-4- bzw. der SL1-3-RNA Proben enthommen und mittels Western Blot
analysiert. Dabei wurden Zellen, in denen das WNV-Replikon transient replizierte, als Nega-
tivkontrolle verwendet. Als Positivkontrolle dienten mit dem HCV-mut-Replikon, sowie simul-
tan mit dem WNV- und dem HCV-mut-Replikon transfizierte Zellen (vgl. Kapitel 3.3.3). Wie
Abbildung 3.12 zu entnehmen ist, konnte 12 h p.t. eine Phosphorylierung der Proteine PKR
und elF2a sowohl in den Positivkontrollen, als auch in den Zellen nachgewiesen werden,
welche simultan mit dem WNV-Replikon und der SL1-4-RNA transfiziert wurden. In der Ne-
gativkontrolle, sowie nach simultaner Transfektion der Zellen mit dem WNV-Replikon und der
SL1-3-RNA konnte jedoch keine Phosphorylierung der beiden Proteine detektiert werden.
48 h p.t. lagen die beiden Proteine in keiner der Proben phosphoryliert vor (Daten nicht ge-

zeigt).
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Abbildung 3.12: Die simultane Transfektion der SL1-4-RNA und des WNV-Replikons induziert die Stabili-
sierung der VEGF-A-mRNA. (A)Schematische Darstellung der Sekundarstruktur der HCV-IRES und der abgelei-
teten RNAs (SL1-4, SL1-3, SL1-2). Abbildungen modifiziert nach (Laporte et al. 2003). (B) Analyse der VEGF-A-
mRNA-Degradation in Huh7-Zellen 48 h nach transienter Transfektion mit dem WNV-Replikon sowie simultaner
Transfektion des WNV-Replikons mit dem HCV-mut-Replikon bzw. den in vitro Transkripten SL1-2, SL1-3 und
SL1-4 durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Die jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-Menge der transient
transfizierten Zellen zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100% definiert (0 min). Die Mit-
telwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin geprift. (**) P<0,001. (C)
Représentativer Western Blot der Proteine WNV-NS5 und GAPDH (Ladekontrolle) in Gesamt-Zellextrakten von
naiven Huh7-Zellen, sowie 48 h nach der transienten Transfektion mit dem WNV-Replikon bzw. der simultanen
Transfektion des WNV-Replikons mit der HCV-mut-, der SL1-4-, der SL1-3- und der SL1-2-RNA. (D) Reprasenta-
tiver Western Blot der Proteine PKR-P, elF2a. und GAPDH (Ladekontrolle) in Gesamtzell-Extrakten von naiven
Huh7-Zellen, sowie 12 h nach der transienten Transfektion mit dem WNV-Replikon, dem HCV-mut-Replikon bzw.
der simultanen Transfektion des WNV- und des HCV-mut-Replikons, der SL1-4-RNA und der SL1-3-RNA. Das
Experiment wurde zweimal unabhangig voneinander durchgefiihrt.

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen deuten diese Daten darauf hin, dass die
HCV-RNA, speziell die in der 5’UTR lokalisierte virale IRES die Aktivierung der PKR indu-

ziert. Des Weiteren korreliert die Aktivierung der PKR (zu friihen Zeitpunkten nach der Trans-
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fektion) in simultan mit dem WNV-Replikon und der SL1-4-RNA transfizierten Zellen mit der
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA.

3.3.7 Die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA ist kein HCV-spezifischer Effekt

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, wurde in den Vorarbeiten geschlussfolgert, dass die Stabili-
sierung der VEGF-A-mRNA einen HCV-spezifischen Effekt darstellt, da die Replikation des
nahe verwandten WNV-Replikons in Huh7-Zellen keinen Einfluss auf die Degradation dieser
mRNA hatte (‘). Vor dem Hintergrund der zahlreichen Hinweise, dass die Phosphorylierung
von elF2a, welche in der Inhibition der Translations-Initiation resultiert, an der Induktion der
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung beteiligt ist, erschien eine erneute Betrachtung der verwende-
ten Replikonsysteme sinnvoll. Obwohl die zu Grunde liegenden Viren HCV und WNV in ihrer
Genomorganisation sehr ahnlich und phylogenetisch nahe verwandt sind, weisen sie auch
zahlreiche unterschiedliche Charakteristika auf. Ein entscheidender Unterschied besteht hin-
sichtlich der Translations-Initiation an der viralen RNA. Wahrend die Translations-Initiation an
der WNV-RNA von einer Typ I-cap-Struktur am 5 Terminus der viralen RNA abhéngig ist,
enthalt die 5"UTR der HCV-RNA, wie bereits erwahnt, eine IRES, welche die direkte Asso-
ziation an die 40S-Untereinheit der zellularen Ribosomen vermittelt. Es ist zudem fir das
HCV bereits beschrieben worden, dass neben der elF2a-vermittelten Translations-Initiation
ein alternativer Mechanismus existiert, welcher unabhangig von elF2a ist (Khawaja et al.
2015, Kim et al. 2011, Terenin et al. 2008). W&hrend somit die Translation der HCV-Proteine
auch nach der Aktivierung der PKR und der resultierenden Inhibition der elF2a-abhéngigen
Translation weiterhin gewahrleistet ware, ist dies fur WNV nicht der Fall.

Es war deshalb von Interesse, ob die Replikation anderer viraler RNAs, deren Translation
entweder IRES-abhangig oder cap-abhangig verlauft, einen Einfluss auf die VEGF-A-mRNA-
Degradation ausibt. Zu diesem Zweck wurden zwei weitere Replikon-Systeme ausgewabhilt:
das vom BVDV-Genom (bovine viral diarrhea virus) abgeleitete DI9c-Replikon (im Folgenden
als BVDV-Replikon bezeichnet, sieche Anhang 8.3) (Behrens et al. 1998, Meyers et al. 1996),
sowie ein vom Sindbis-Genom abgeleitetes Replikon (im Folgenden bezeichnet als Sin-
Replikon). Das zu den Pestiviren gehdrende BVDV ist mit dem HCV phylogenetisch nahe
verwandt und weist mit diesem zahlreiche Gemeinsamkeiten auf. So weisen beide Viren eine
ahnliche Genomorganisation auf und sind durch eine cap-unabhéngige, IRES-vermittelte
Translation charakterisiert. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete, monocistronische
BVDV-Replikon stellt eine Modifikation des von Dr. C. W. Grassmann generierten Replikons
dar (Behrens et al. 1998). Ein vom HDV abgeleitetes Ribozym bildet das &ul3ere 3"Ende des
Genoms (analog zu den verwendeten WNV- und HCV-Replikons) (Abbildung 3.13 A und B).
Das Replikon codiert fiir die Autoprotease NP, sowie fir alle zur Replikation der viralen RNA
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bendtigten Nicht-Strukturproteine (NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Es kbénnen jedoch kei-
ne Viruspartikel synthetisiert werden, da die vom BVDV-Genom codierten Strukturproteine C,
E™, E1, E2 und p7 deletiert wurden. Neben dem BVDV-Replikon wurde analog zum HCV-
und WNV-Replikon eine korrespondierende Replikon-Variante verwendet, welche aufgrund
einer Mutation in der fir die virale RARP codierenden Sequenz replikationsdefizient ist (im

Folgenden bezeichnet als BVDV-mut).

A: BVDV-Genom

5°'UTR
BVDV-IRES

3'UTR

Nere (C | E™s | E1 | E2 | p7 | NS2 NS3 NS4A | NS4B | NS5A | NS5B

B: monocistronisches BVDV-Replikon (BVDV)

_SURJ npro | NS3 | NS4A | NS4B | NSS5A | NS5B P2 wpwr

BVDV-IRES

C: Sindbis-Genom
sg-RNA

cap— NS1 [ NS2 |NS3 | NS4 — CP [E3 | E2 |6k |E1l  [—assssass

D: Sindbis-Expressionssystem (Sin-Replikon)

cap— NS1 | NS2 | NS3 | NS4 | heterologes Gen — [—Aassasam

Abbildung 3.13: Strukturelle Organisation der Genome und Replikons des Sindbis und BVDV. (A-D) Die
viralen proteincodierenden Regionen sind eingerahmt, die nicht translatierten Bereiche sind als schwarze Linien
gekennzeichnet. (A, B) Die BVDV-RNA codiert fiir ein Polyprotein, welches co- und posttranslational durch zellu-
lare und virale Proteasen in die einzelnen Proteine gespalten wird. Der einzelne ORF wird am 5'und 3’"Ende von
nicht translatierten Regionen (UTR) flankiert. Die Translation der viralen Proteine wird durch die in der 5’UTR
lokalisierte IRES vermittelt. (B) Durch Deletion der Strukturproteine C, E™, E1, E2 und p7 kénnen keine neuen
Viruspartikel synthetisiert werden. Das auf3ere 3'Ende des Replikons bildet ein Ribozym des Hepatitis-D-Virus
(HDVr), welches die einheitliche Generierung des authentischen viralen 3"Endes vermittelt. (C, D) Die Replikation
der Sindbis-RNA wird durch die Nicht-Strukturproteine NS1-NS4 vermittelt. Die virale RNA wird flankiert von ei-
nem poly(A)-Schwanz am 3’Ende (gekennzeichnet als AAAAAAAA) und einer cap-Struktur am 5 Ende (cap),
welche die Translations-Initiation vermittelt. (C) Wahrend der Replikation des Sindbis-Virus tritt neben dem voll-
stéandigen Genom eine subgenomische RNA-Spezies (sg-RNA) auf, welche die Translation der Strukturproteine
vermittelt. (D) Das Sindbis-Expressionssystem ist dazu geeignet, eine durch Klonierung inserierte heterologe
Sequenz zu exprimieren. Durch Deletion der fiir die Strukturproteine codierenden Region kdnnen keine viralen
Partikel gebildet werden.

Das Genom des zu den Alphaviren zahlenden Sindbis-Virus hingegen wird cap-abhangig
translatiert und besitzt als einziges der in dieser Arbeit verwendeten Replikons einen poly(A)-
Schwanz am 3"Ende der viralen RNA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kommerziell er-
haltliches Sindbis-System (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D) verwendet, welches sich zur
transienten Expression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen eignet. Im Wesentli-
chen wurden die von einer subgenomischen RNA codierten Strukturproteine (CP, E3, E2, 6k,
E1) des Sindbis-Genoms (Abbildung 3.13 C) deletiert, welche fir die Synthese neuer Virus-
partikel essentiell sind. Die Sequenz codiert jedoch fir alle fir die Replikation der viralen

RNA bendgtigten Nicht-Strukturproteine (NS1-NS4), welche zudem die Expression einer he-

61



Ergebnisse

terologen Sequenz ermdglichen (Abbildung 3.13 D). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde dieses System jedoch nicht zur Expression eines Fremd-Gens verwendet, sondern
diente nur der Untersuchung der Sindbis-Replikation. Es ist anzumerken, dass im Falle des
Sin-Replikons keine korrespondierende, replikationsdefiziente Variante zur Verfugung stand.
Analog zu den verwendeten HCV- und WNV-Replikons (vgl. 3.1) wurden auch das BVDV-
und das Sin-Replikon durch in vitro Transkription generiert und durch Elektroporation tran-
sient in Huh7-Zellen transfiziert. Durch Quantifizierung der viralen RNA-Menge zu verschie-
denen Zeitpunkten nach der Transfektion mittels qRT-PCR, konnte die Replikation beider
Replikons in Huh7-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.14 A und B). Es ist anzumer-
ken, dass die maximale virale Replikation des BVDV-Replikons 24 h und die des Sin-
Replikons 12 bis 24 h nach der Transfektion detektierbar war. Deshalb wurden die im Fol-
genden aufgefiihrten Experimente mit dem BVDV- und dem Sin-Replikon 24 h nach der
transienten Transfektion durchgefihrt.

Nach dem erfolgreichen Nachweis der Replikation des BVDV- und des Sin-Replikons in
Huh7-Zellen wurde die VEGF-A-mRNA-Degradation analog zu den Experimenten mit den
WNV- und HCV-Replikons mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay 24 h p.t. untersucht
(Abbildung 3.14 C). Es konnte gezeigt werden, dass die transiente Replikation des BVDV-
Replikons in Huh7-Zellen die Stabilitat der VEGF-A-mRNA erhoht. Die residuale VEGF-A-
MRNA-Menge 180 min nach Actinomycin D-Zugabe entsprach mit ca. 63 + 2% in etwa der,
welche auch bei transienter Replikation des HCV-Replikons detektiert wurde (vgl. Kapitel
3.2). Die transiente Transfektion mit der replikations-defizienten BVDV-mut-RNA, sowie dem
replizierenden Sin-Replikon hatte hingegen keinen Einfluss auf die VEGF-A-mRNA-
Degradation (Abbildung 3.14 C). Interessanterweise resultierte auch die Co-Transfektion der
BVDV-mut-RNA mit dem WNV-Replikon zum Zeitpunkt 48 h p.t. in der Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA (residuale VEGF-A-mRNA-Menge 180 min nach Zugabe von Actinomycin D:
66 + 11% der VEGF-A-Ausgangs-mRNA-Menge) (Daten nicht gezeigt).

Es kann geschlussfolgert werden, dass die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA keinen HCV-
spezifischen Effekt darstellt. Es wird stattdessen spekuliert, dass der Modus der Translati-
ons-Initiation (cap-abhéangig oder IRES-vermittelt) ein entscheidendes Kriterium beziglich
der Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung darstellt. Grundlage dieser Hypothese bildet
die Beobachtung, dass die Replikation der beiden verwendeten Replikons, welche durch
eine IRES-vermittelte Translation charakterisiert sind (HCV, BVDV), die Stabilitdt der VEGF-
A-mRNA erhohten, die Replikation der beiden verwendeten Replikons, deren Translation
cap-abhangig verlauft (WNV, Sin), hingegen nicht.

In Ubereinstimmung mit den in Kapitel 3.3.2 dargestellten Ergebnissen konnte zudem ge-

zeigt werden, dass auch die transiente Transfektion von Huh7-Zellen mit dem BVDV- und
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dem BVDV-mut-Replikon in der Aktivierung der PKR zum Zeitpunkt 12 h p.t. resultiert
(Abbildung 3.14 D). Zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation (24 h p.t.) konnte aus-
schlie3lich in den Zellen, in denen das BVDV-Replikon transient replizierte, eine Phosphory-
lierung der Proteine PKR und elF2a nachgewiesen werden. In Huh7-Zellen, in denen das
Sin-Replikon transient replizierte, konnte die Phosphorylierung der beiden Proteine nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.14: Die transiente Replikation des BVDV-Replikons in Huh7-Zellen induziert die Stabilisie-
rung der VEGF-A-mRNA. (A, B) Quantifizierung der relativen viralen RNA-Mengen nach transienter Transfektion
von Huh7-Zellen mit dem (A) Sin-Replikon bzw. mit (B) dem BVDV- und dem BVDV-mut-Replikon mittels gRT-
PCR. Die relativen viralen RNA-Mengen sind prozentual angegeben, wobei die gemessene Sin- bzw. BVDV-
RNA-Menge 0 h p.t. als 1 definiert wurde. (C) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation in Huh7-Zellen 24 h nach
transienter Transfektion mit dem Sindbis-, dem replikations-defizienten BVDV-mut- und dem BVDV-Replikon
durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Die jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-Menge der transient transfizier-
ten Zellen zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100% definiert (0 min). Die Mittelwerte wur-
den mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin geprift. (***) P<0,0001. (D) Reprasenta-
tiver Western Blot von PKR-P, elF2a-P und GAPDH (Ladekontrolle) im Gesamtzell-Extrakt von naiven Huh7-
Zellen, sowie 12 h (Abbildung oben) bzw. 24 h (Abbildung unten) nach der transienten Transfektion von Huh7-
Zellen mit dem BVDV-, dem BVDV-mut- sowie dem Sin-Replikon. Das Experiment wurde zweimal unabhéngig
voneinander durchgefihrt.

Des Weiteren war von Interesse, ob die beobachtete Stabilisierung der VEGF-A-mRNA ei-
nen Zelltyp-spezifischen Effekt darstellt. Da das HCV jedoch vorwiegend in hepatischen Zel-

len repliziert und eine optimale Detektion der viralen Replikation in Hepatomzelllinien (z.B.
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Huh7-Zellen) moglich ist, wurde die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA aus-
schlieBlich in Huh7-Zellen untersucht.

Nachdem jedoch nachgewiesen werden konnte, dass auch die Replikation des BVDV-
Replikons die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA induziert, konnten entsprechende Experi-
mente in anderen Zelllinien durchgefuhrt werden, da dieses Replikon in zahlreichen Zelllinien
replikationsfahig ist. Deshalb wurden zum einen Hek293T-REx™- und zum anderen Hela-
Zellen in analoger Vorgehensweise zu den vorherigen Experimenten transient mit den Repli-
kons BVDV, BVDV-mut, WNV und WNV-mut transfiziert. Sowohl das BVDV- als auch das
WNV-Replikon replizieren effizient in diesen Zelllinien. Der Nachweis der viralen Replikation
erfolgte mittels Western Blot zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation (BVDV: 24 h
p.t., WNV: 48 h p.t.) (Abbildung 3.15 C, D).

Zum selben Zeitpunkt wurde anschlieRend die VEGF-A-mRNA-Degradation mittels Actino-
mycin D-Endpunkt-Assay untersucht. Es wurde dabei nachgewiesen, dass die Replikation
des BVDV-Replikons in beiden Zelltypen ebenfalls die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA
induziert (Abbildung 3.15 A, B). Die residuale VEGF-A-mRNA-Menge 180 min nach Zugabe
von Actinomycin D lag in HeLa-Zellen bei ca. 64 + 10% und in Hek293T-REx™-Zellen bei ca,
67 £ 11% der VEGF-A-Ausgangs-Transkriptmenge. Die transiente Transfektion beider Zell-
typen mit dem BVYDV-mut-, dem WNV- und dem WNV-mut-Replikon hatte keinen Einfluss auf
die VEGF-A-mRNA-Degradation.

Analog zu den mit Huh7-Zellen durchgefiihrten Experimenten wurde auch in Hek293T-
REx™-Zellen untersucht, ob die transiente Replikation des BVDV-Replikons die Aktivierung
der PKR induziert. Als Negativkontrolle dienten zum einen naive und zum anderen transient
mit dem WNV-Replikon transfizierte Zellen. Zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation
(BVDV: 24 h p.t., WNV: 48 h p.t.) wurden Proben entnommen und die Phosphorylierung von
PKR und elF2a mittels Western Blot Uberprift. Dabei konnte in den Zellen, in denen das
BVDV-Replikon transient replizierte, eine Phosphorylierung der beiden Proteine nachgewie-
sen werden, nicht jedoch in den Negativkontrollen (Abbildung 3.15 E).

Es kann somit zusammengefasst werden, dass die viral induzierte VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung weder einen HCV-spezifischen, noch einen Zelltyp-spezifischen Effekt dar-
stellt. Analog zu den Resultaten, welche unter Verwendung von Huh7-Zellen erzielt wurden,
resultierte die transiente Replikation des BVDV-Replikons in Hek293T-REx™-Zellen sowohl
in der Phosphorylierung der Proteine PKR und elF2a, als auch in der Induktion der VEGF-A-
MRNA-Stabilisierung.
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Abbildung 3.15: Die transiente Replikation des BVDV-Replikons induziert in HeLa- und Hek293T-REXx™-
Zellen die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA. (A, B) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation in naiven, sowie
transient mit dem BVDV-, dem BVDV-mut-, dem WNV und dem WNV-mut-Replikon transfizierten (A) HeLa- und
(B) Hek293T-REx™-Zellen durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Der Actinomycin D-Endpunkt-Assay wurde
24 h p.t. (BVDV-, BVDV-mut-Replikon) bzw. 48 h p.t. (WNV, WNV-mut-Replikon) durchgefiihrt. Die jeweilige ge-
messene VEGF-A-mRNA-Menge der transient transfizierten Zellen zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-
Assays wurde als 100% definiert (O min). Die Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifi-
kante Abweichung hin gepruft. (***) P<0,0001. (C, D) Reprasentative Western Blots von BVDV-NS3, WNV-NS5
und Vinculin im Gesamtzell-Extrakt von transient mit dem BVDV-, dem BVDV-mut, dem WNV- bzw. dem WNV-
mut-Replikon transfizierten HelLa-Zellen (C), sowie Hek293T-REx"-Zellen (D). Die Probenahme erfolgte zum
Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation. (E) Repréasentativer Western Blot von PKR-P und elF2a-P in naiven,
sowie transient mit dem BVDV-Replikon (24 h p.t.) bzw. dem WNV-Replikon (48 h p.t.) transfizierten Hek293T-
REx"™-Zellen. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.

3.3.8 Die IFNB-Antwort korreliert mit der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung

3.3.81 Induktion der IFNB-Antwort durch die Replikation des HCV- und WNV-
Replikons

Die Erkennung viraler RNA initilert eine antivirale Signalkaskade, in deren Verlauf die Syn-
these von IFNJ induziert wird. Die cytoplasmatischen Rezeptoren PKR und RIG | sind dabei

von entscheidender Bedeutung. Da bereits gezeigt werden konnte, dass diese beiden PRRs
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fur die beobachtete VEGF-A-mRNA-Stabilisierung essentiell sind, sollte im Folgenden eine
maogliche Partizipation von IFNB untersucht werden. Dabei ware zum einen denkbar, dass
die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA abhangig von der IFNB-Synthese ist, zum anderen
kénnten die Induktion der IFNB-Antwort und die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA voneinan-
der unabhangige Ereignisse darstellen, welche jedoch beide durch die zellularen Komponen-
ten PKR und RIG | vermittelt werden.

Deshalb sollte zunachst untersucht werden, ob die transiente Replikation des HCV- und des
WNV-Replikons in Huh7-Zellen in der Transkriptions-Induktion von IFN resultiert. Zu diesem
Zweck wurden Huh7-Zellen mit dem HCV-, dem HCV-mut, dem WNV- und dem WNV-mut-
Replikon transfiziert und die Zellen 48 h p.t. geerntet. Die Quantifizierung der IFNB-mRNA-
Menge erfolgte mittels gRT-PCR. Dabei konnte gezeigt werden, dass die detektierbare IFNp-
MRNA-Menge in transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Zellen im Vergleich zu tran-
sient mit dem HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen signifikant erhéht war. Dies ist vermut-
lich auf eine gesteigerte IFNg-Transkription zurtickzuftihren. In WNV-transfizierten Zellen
konnte hingegen keine Erhohung der IFNB-mRNA-Menge im Vergleich zu WNV-mut-
transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Unter den verwendeten experimentellen Bedin-
gungen scheint somit die Replikation des HCV-Replikons, nicht jedoch die des WNV-

Replikons, einen positiven Einfluss auf die Transkription des IFNS-Gens zu haben.
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Abbildung 3.16: Die transiente Replikation des HCV-Replikons in Huh7-Zellen induziert die Transkription
von IFNg. (A) Quantifizierung der relativen IFNB-mRNA-Menge in Huh7-Zellen, in denen das HCV- bzw. das
WNV-Replikon transient repliziert, (48 h p.t.) mittels gRT-PCR. Zellen, welche mit den jeweiligen replikationsdefi-
zienten Replikons (HCV-mut, WNV-mut) transfiziert wurden, dienten dabei jeweils als Referenz. Die in diesen
Zellen detektierte IFNB-mRNA-Menge wurde als 100% definiert und die gemessene IFNB-Transkript-Menge in mit
dem HCV- bzw. dem WNV-Replikon transfizierten Zellen in Relation zu der jeweiligen Referenz gesetzt.
(B) Reprasentativer Western Blot von WNV-NS5, HCV-NS5B und GAPDH (Ladekontrolle) zum Nachweis der
viralen Replikation 48 h nach transienter Transfektion mit dem HCV-mut, dem HCV-, dem WNV-mut- und dem
WNV-Replikon.
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3.3.8.2 Die Uberexpression von IFNB induziert die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA

Es war im Folgenden von Interesse, ob die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA durch IFNB
induzierbar ist. Zu diesem Zweck wurde das humane IFNB durch Transfektion eines geeigne-
ten Vektors (pcDNA5/TO-IFNB, siehe Anhang 8.3) sowohl in der persistenten HCV-Zelllinie,
als auch Huh7-Zellen Uberexprimiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, welche mit dem
pcDNA5-Vektor (ohne Insertion eines heterologen Gens) transfiziert wurden. 24 h nach der
Plasmid-Transfektion wurde die VEGF-A-mRNA-Degradation mittels Actinomycin D-End-
punkt-Assay untersucht. Abbildung 3.17 verdeutlicht, dass durch UE von IFNB nicht nur in
der persistenten HCV-Zelllinie, sondern auch in Huh7-Zellen die Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA induziert werden kann. Die Transfektion der Zellen mit dem pcDNA5-Vektor (ohne
Insertion eines heterologen Gens) hatte keinen Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-
MRNA. Die Transkription des IFNS-Gens wurde in den transfizierten Zellen mittels RT-PCR
Uberpruft (Abbildung 3.17 C).
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Abbildung 3.17: Die UE von IFNB induziert die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA in der persistenten HCV-
Zelllinie und in Huh7-Zellen. (A, B) Analyse der VEGF-A-mRNA-Degradation (A) in der persistenten HCV-
Zelllinie, sowie (B) in Huh7-Zellen 24 h nach der Transfektion des pcDNA5-Plasmids (pcDNA5) bzw. des fir IFNB
codierenden Plasmids (IFNB) durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay. Die jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-
Menge der transfizierten Zellen zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100% definiert (O min).
Die Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin geprift. (***)
P<0,0001. (C) Reprasentatives 1%iges Agarosegel zum Nachweis der IFNg-Transkription 24 h nach der Trans-
fektion von Zellen der persistenten HCV-Zelllinie und Huh7-Zellen mit dem fir IFN codierenden Plasmid bzw.
dem pcDNAS5-Vektor mittels RT-PCR. Neben dem cDNA-Analog des IFNB-Transkripts wurde auch das cDNA-

Analog der GAPDH-mRNA (Kontrolle) detektiert. Die Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte mittels Ethidium-
bromid unter Anregung durch UV-Licht.
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Es kann zusammengefasst werden, dass die UE des IFNS-Gens sowohl in der persistenten
HCV-Zelllinie als auch in Huh7-Zellen hinreichend ist, um die Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA zu induzieren. Somit ist die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA auch unabhangig von

der Replikation einer viralen RNA induzierbar.

3.3.8.3 Die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung wird durch JAK1 vermittelt

Die Typ I-Interferone binden an der Zelloberflache an die Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2,
welche mit Janus-Kinasen assoziiert sind. Dabei assoziiert IFNAR1 an die JAK-Kinasen
TYK2 (tyrosine kinase 2) und IFNAR2 an die Janus-Kinase JAK1 (janus kinase 1) (Domanski
et al. 1997, Yan et al. 1996). Die Bindung der Typ I-Interferone an die Rezeptoren resultiert
in deren Dimerisierung, wodurch die Kinasen TYK2 und JAK1 phosphoryliert und damit akti-
viert werden.

Es war von Interesse, ob die beobachtete Stabilisierung der VEGF-A-mRNA von diesem
Signalweg vermittelt wird. Deshalb wurden Huh7-Zellen mit einer spezifischen siRNA behan-
delt, um JAK1 zu depletieren. 24 h nach der Depletion wurden die Zellen transient mit dem
HCV-Replikon transfiziert und weitere 48 h spater die VEGF-A-mRNA-Degradation mittels
Actinomycin D-Endpunkt-Assay untersucht. Als Kontrolle dienten Huh7-Zellen, welche mit
einer GFP-spezifischen siRNA behandelt und anschlie3end mit dem HCV-Replikon trans-
fiziert wurden. Die Effizienz der siRNA-vermittelten Depletion wurde durch Quantifizierung
der JAK1-Transkriptmenge zu verschiedenen Zeitpunkten nach der siRNA-Transfektion
nachgewiesen, da kein geeigneter Antikdrper zu Verfiigung stand, um JAK1 mittels Western
Blot zu detektieren. Die JAK1-mRNA-Menge war bei allen untersuchten Zeitpunkten im Ver-
gleich zur Kontrolle (0 h nach der siRNA-Transfektion) deutlich reduziert, was auf die Funkti-
onalitat der JAK1-spezifischen siRNA hindeutet (Abbildung 3.18 C). Wie in Abbildung 3.18 A
dargestellt, konnte in den JAK1-depletierten Zellen, in denen das HCV-Replikon transient
replizierte, keine Stabilisierung der VEGF-A-mRNA detektiert werden. Es war entscheidend
zu Uberprifen, ob die Depletion von JAK1 einen Einfluss auf die Replikation des HCV-
Replikons austbt. Deshalb wurde in den JAK1-depletierten Zellen 0 h, 24 h, 48 h und 72 h
nach der transienten Transfektion des HCV-Replikons die HCV-RNA mittels gRT-PCR quan-
tifiziert. Als Kontrolle dienten transient mit dem HCV-Replikon transfizierte Zellen, welche mit
der GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden. Analog zu den in Kapitel 3.1 dargestellten
Daten wurde die jeweilige gemessene HCV-RNA-Menge unmittelbar nach der Transfektion
als 100% definiert und die Gbrigen Werte in Relation zu dieser Ausgangsmenge gesetzt. Da-
bei waren keine signifikanten Unterschiede der Replikationseffizienz detektierbar (Abbildung
3.18 B).
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Es kann geschlussfolgert werden, dass der durch die HCV-Replikation induzierte Effekt auf
die VEGF-A-mRNA-Degradation von JAK1 abhangig ist. Dies indiziert, dass der von den
Typ I-Interferon-Rezeptoren ausgehende Signalweg an der Stabilisierung dieser mRNA be-

teiligt ist.
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Abbildung 3.18: Die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung wird durch JAK1 vermittelt. Huh7-Zellen wurden 24 h
nach siRNA-vermittelter Depletion von JAK1 transient mit dem HCV-Replikon transfiziert und 48 h p.t. die VEGF-
A-mRNA-Degradation mittels Actinomycin D-Endpunkt-Assay analysiert. Als Kontrolle dienten Huh7-Zellen, wel-
che mit einer Kontroll-siRNA behandelt und anschlieBend analog mit dem HCV-Replikon transfiziert wurden. Die
jeweilige gemessene VEGF-A-mRNA-Menge zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100%
definiert (0 min). Die jeweiligen Mittelwerte der residualen VEGF-A-mRNA-Menge zum Zeitpunkt 180 min wurden
mittels eines Studentschen T-Tests auf statistische Signifikanz geprift. (**) P<0,001. (B) Nachweis der viralen
Replikation durch qRT-PCR-vermittelte Quantifizierung der HCV-RNA zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Transfektion des HCV-Replikons in Huh7-Zellen, welche 24 h vor der Transfektion mit einer JAK1-spezifischen
bzw. einer GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden. Die gemessene HCV-RNA-Menge zum Zeitpunkt O h p.t.
wurde jeweils als 100% definiert und die Ubrigen Werte in Relation zu dieser Referenz gesetzt. Die jeweiligen
Mittelwerte wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf statistische Signifikanz gepriift. Zu keinem der Zeit-
punkte konnte ein statistisch signifikanter Unterschied der HCV-RNA-Mengen nachgewiesen werden. (C) Nach-
weis der Effizienz der siRNA-vermittelten JAK1-Depletion durch Quantifizierung der JAK1-mRNA-Menge mittels
gRT-PCR zu verschiedenen Zeitpunkten nach der siRNA-Transfektion.

34 Funktion von TIA-1 bei der viral induzierten VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung

Wie bereits in Kapitel 1.4 erwahnt, wurde in den Vorarbeiten gezeigt, dass ein weiteres zellu-

lares Protein in die viral induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA involviert ist: das RNA
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bindende Protein TIA-1 (*). Dieses Protein wurde néher untersucht, da es ein charakteristi-
scher Bestandteil von Stress Granula (SG) ist (siehe Kapitel 1.4). Im Rahmen ihrer Arbeit
untersuchte Fr. Dipl. Biol. Winkler den Einfluss der siRNA-vermittelten Depletion verschiede-
ner SG-Proteine auf die VEGF-A-mRNA-Degradation in Zellen, in welchen das HCV-
Replikon transient replizierte. Dabei konnte in TIA-1-depletierten Huh7-Zellen unter dem Ein-
fluss der transienten HCV-Replikation keine VEGF-A-mRNA-Stabilisierung detektiert werden
(*). Dieselben Resultate konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch siRNA-vermittelte
Depletion von PKR, RIG | und JAK1 erzielt werden. Somit scheinen diesen drei Faktoren
neben TIA-1 ebenfalls essentiell fir die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung zu
sein. Des Weiteren wurden in den Vorarbeiten TIA-1-Uberexpressionsstudien durchgefiihrt
(). Wie in Kapitel 1.4 erwahnt, existieren in humanen Zellen zwei Isoformen dieses Proteins,
welche durch alternatives SpleiRen generiert werden. Beide Isoformen wurden sowohl in der
persistenten HCV-Zelllinie, als auch in Huh7-Zellen Uberexprimiert und anschlielend die
VEGF-A-mRNA-Degradation untersucht. Dabei konnte die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung in
der persistenten HCV-Zelllinie durch UE der kiirzeren Isoform des TIA-1 (TIA-1vl) rekonstitu-
iert werden, wahrend die UE der langeren Variante (TIA-1vll) keinen Einfluss auf die VEGF-
A-mRNA-Degradation ausiibte. In Huh7-Zellen resultierte die UE beider Isoformen nicht in
einer Veradnderung der VEGF-A-mRNA-Degradation. Es wurde deshalb spekuliert, dass
TIA-1, spezifischer TIA-1vl, mdglicherweise durch direkte Interaktion mit der VEGF-A-mRNA
deren erhohte Stabilitat unter entsprechenden Bedingungen bewirkt (*). Dies schien jedoch
nur in solchen Zellen der Fall zu sein, welche replizierende HCV-RNA enthielten. Allerdings
konnten weder diese Spekulation, noch eine andere Funktion des TIA-1 fir den beobachte-
ten posttranskriptionellen Effekt im Rahmen der von Fr. Dipl. Biol. Winkler durchgefiihrten
Studien bewiesen werden (*). Daher sollte die Rolle von TIA-1 fiir die VEGF-A-mRNA-Stabili-

sierung in der vorliegenden Arbeit ndher charakterisiert werden.

3.4.1 TIA-1 ist fur die IFNB-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung nicht
essentiell

Die bei Detektion viraler RNA ausgeltdste IFNB-Antwort soll zur besseren Verstandlichkeit an
dieser Stelle in zwei Phasen untergliedert werden. Dabei wird in der ersten Phase (im Fol-
genden bezeichnet als UR (upstream interferon receptor) die virale RNA als PAMP von zellu-
laren PRRs erkannt und eine Signalkaskade initiiert, welche unter anderem in der Induktion
der Transkription des IFNS-Gens resultiert. Nach Translation des IFNB wird dieses von den
Zellen in das umgebende Medium sekretiert und kann anschlieRend auf der Zelloberflache
an die Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2 binden. In der zweiten Phase (im Folgenden be-

zeichnet als DR (downstream interferon receptor) initiiert die Bindung des IFNP an diese
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Rezeptoren eine weitere Signalkaskade, welche durch die Aktivierung diverser Transkripti-
onsfaktoren und Anderungen der zellularen Genexpression charakterisiert ist (vgl. Kapitel
1.2). Um die Rolle von TIA-1 bei der viral induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung zu identi-
fizieren, sollte zun&achst untersucht werden, ob die Funktion des TIA-1 einer der beiden Pha-
sen zugeordnet werden kann. Zum Verstandnis des nachfolgend erlauterten Experiments
sollte beachtet werden, dass zellulare Faktoren, welche fir die Induktion des IFNB essentiell
sind und somit eine Funktion in der UR-Phase ausiiben, bei UE von IFNB nicht essentiell fiir
die Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung sein sollten. Faktoren, welche hingegen an
der Signalkaskade in der DR-Phase beteiligt sind, sollten auch bei UE des IFNB die VEGF-A-
MRNA-Stabilisierung vermitteln. Deshalb wurde TIA-1 in Huh7-Zellen mittels einer spezifi-
schen siRNA depletiert und 48 h spater IFNP Uberexprimiert. Die Transkription des IFNg-
Gens wurde 24 h nach der Plasmid-Transfektion mittels RT-PCR Uberprift (Abbildung
3.19 B). Zum selben Zeitpunkt wurde die VEGF-A-mRNA-Degradation mittels Actinomycin D-
Endpunkt-Assay untersucht. Als Kontrolle dienten zum einen Huh7-Zellen, in welchen die in
der DR-Phase agierende Kinase JAK1 depletiert wurde. Da bei Absenz von JAK1 die Sig-
nalweiterleitung an den Interferon-Rezeptoren inhibiert ist, wurde erwartet, dass bei Depleti-
on von JAK1 in Huh7-Zellen die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA durch UE von IFNB nicht
induziert werden kann. Zum anderen wurde das in der UR-Phase fungierende RIG | deple-
tiert, von welchem angenommen werden kann, dass es bei der durch UE von IFNp induzier-
ten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung nicht essentiell ist. Die siRNA vermittelte Depletion von
RIG | und TIA-1 wurde mittels Western Blot Gberpruft (Abbildung 3.19 B). Da fur die Detekiti-
on von JAK1 kein geeigneter Antikdrper zur Verfigung stand, wurde zum Nachweis der
JAK1-Depletion die JAK1-mRNA-Menge in naiven, sowie JAK1-depletierten Huh7-Zellen (24
h nach der UE von IFNB) mittels gRT-PCR bestimmt (Abbildung 3.19 D).

Wie in Abbildung 3.19 A dargestellt, konnte wie erwartet in JAK1-depletierten Huh7-Zellen,
im Gegensatz zu naiven Huh7-Zellen, keine Stabilisierung der VEGF-A-mRNA durch UE von
IFNB detektiert werden. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die IFNB-induzierte
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung durch JAK1 vermittelt wird. Die Depletion von RIG | hatte hin-
gegen keinen Einfluss auf die IFNB-vermittelte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung. Unter Einbe-
ziehung der bereits publizierten Funktion von RIG | in der UR-Phase erscheint es plausibel,
dass RIG | fur die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung essentiell ist, jedoch nicht
fur die IFNB-induzierte. Interessanterweise hatte auch die Depletion von TIA-1 keinen Ein-
fluss auf die IFNB-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung. Dies deutet darauf hin, dass
TIA-1 Bestandteil der UR-Signalkaskade ist und damit in Zellen, in denen das HCV-Replikon

transient repliziert, moglichweise an der Induktion von IFN beteiligt ist. Des Weiteren kann
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geschlussfolgert werden, dass TIA-1 fur die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung nicht generell
essentiell ist.
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Abbildung 3.19: Die Depletion von TIA-1 in Huh7-Zellen hat keinen Einfluss auf die IFNB-induzierte VEGF-
A-mRNA-Stabilisierung. Huh7-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs behandelt (siJAK1, siRIG I, siTIA-1) und
nach 48 h mit dem fiur IFNB codierenden Plasmid transfiziert. Als Kontrolle dienten naive Huh7-Zellen, welche mit
dem fir IFNB codierenden Plasmid transfiziert wurden. (A) 24 h nach der Plasmid-Transfektion wurde die VEGF-
A-mRNA-Degradation durch Actinomycin D-Endpunkt-Assay analysiert. Die jeweilige gemessene VEGF-A-
MRNA-Menge zu Beginn des Actinomycin D-Endpunkt-Assays wurde als 100% definiert (O min). Die Mittelwerte
wurden mittels eines Studentschen T-Tests auf signifikante Abweichung hin gepruft. (***) P<0,0001. (B) Repra-
sentativer Western Blot von RIG |, TIA-1 und GAPDH zum Nachweis der siRNA-vermittelten Depletion von RIG |
und TIA-1 72 h nach Transfektion der siRNAs.(C) Die IFNg-Transkription wurde in naiven Huh7-Zellen, sowie
24 h nach der Transfektion von naiven, sowie JAK1-, RIG |- bzw. TIA-1- depletieren Huh7-Zellen mit dem fur
IFNB codierenden Plasmid mittels RT-PCR Uberpriift. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarosegel
aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid unter Anregung durch UV-Licht visualisiert. (D) Die JAK1-mRNA-Menge
wurde 24 h nach der UE von IFNB in naiven bzw. JAK1-depletierten Huh7-Zellen mittels gRT-PCR quantifiziert.

3.4.2 TIA-1 ist in Huh7-Zellen, in welchen das HCV-Replikon transient repli-
ziert, an der Induktion von IFN beteiligt

Wie in Kapitel 3.4.1 angedeutet, existierten Hinweise darauf, dass TIA-1 bei der HCV-
induzierten Stabilisierung der VEGF-A-mRNA upstream der Ereignisse am Interferon-
Rezeptor fungiert. Es war deshalb im Folgenden von Interesse, ob TIA-1 mdglicherweise an
der Induktion der IFNg-Transkription beteiligt ist. Deshalb wurde TIA-1 in Huh7-Zellen deple-

tiert (siRNA-vermittelt) und die Zellen anschlieRend mit dem HCV-Replikon transient trans-
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fiziert. Zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation (48 h p.t.) wurde die IFNB-mRNA-
Menge mittels gRT-PCR quantifiziert. Als Referenz wurden Huh7-Zellen verwendet, welche
stattdessen mit einer GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden. Des Weiteren wurden als
Kontrollen PKR-, sowie RIG I-depletierte Huh7-Zellen betrachtet, in denen das HCV-
Replikon transient replizierte, da fur beide Komponenten bekannt ist, dass sie an der IFNp-

Induktion partizipieren.
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Abbildung 3.20: TIA-1, PKR und RIG | sind an der HCV-induzierten Induktion der IFNg-Transkription betei-
ligt. Huh7-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs behandelt (siGFP, siPKR, siRIG I, siTIA-1) und 24 h spéater
transient mit dem HCV-Replikon transfiziert. (A) Nach weiteren 48 h wurde die IFNB-mRNA-Menge mittels qRT-
PCR quantifiziert. Dabei wurden die mit der siGFP-RNA behandelten Zellen als Referenz verwendet. (B) Repré-
sentativer Western Blot von RIG |, PKR, TIA-1 und Vinculin (Ladekontrolle) 48 h nach der Transfektion der Zellen
mit dem HCV-Replikon.

Die in den mit der siGFP-RNA behandelten Zellen gemessene IFNf-mRNA-Menge wurde als
100% definiert und die Quantitaten der anderen Proben in Relation zu dieser gesetzt. Dabei
konnte sowohl in den Kontrollen (siPKR + HCV, siRIG | + HCV) als auch in den TIA-1-
depletierten Huh7-Zellen (siTIA-1+HCV) im Vergleich zur Referenz (siGFP + HCV) eine sig-
nifikante Reduktion der IFNB-mRNA-Menge detektiert werden. Somit scheint TIA-1 ebenso

wie die Proteine PKR und RIG | in die HCV-induzierte IFNg-Transkription involviert zu sein.

3.4.3 TIA-1 ist in Huh7-Zellen, in welchen das HCV-Replikon transient repli-
ziert, an der Aktivierung von NF-kB beteiligt

Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.4.2 ging hervor, dass TIA-1 in Huh7-Zellen, in welchen das
HCV-Replikon transient repliziert, an der IFNB-Induktion beteiligt ist. Im Folgenden sollte die
Rolle des TIA-1 naher charakterisiert werden.

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, unterliegt die Transkription von IFN einer komplexen
Kontrolle durch zahlreiche Mechanismen und Komponenten. Dabei kommt den Transkripti-
onsfaktoren ATF-2/c-jun, IRF-3 und NF-xB eine besondere Bedeutung zu. Jeder dieser

Transkriptionsfaktoren kann eine basale IFNS-Transkription induzieren. Bei deren gleichzeiti-
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ger Bindung an den IFNg-Promotor wird die Genexpression jedoch Uberproportional gestei-
gert (siehe Kapitel 1.2). Hier war speziell der Transkriptionsfaktor NF-xB von Interesse, da
bereits gezeigt wurde, dass die PKR als Reaktion auf die Préasenz von dsRNA (welche z.B.
im Rahmen viraler Infektionen auftritt) an der Aktivierung von NF-kB beteiligt ist (vgl. Kapitel
1.2). Die Aktivitat der Mitglieder der NF-kB-Protein-Familie wird durch Interaktion mit 1kB-
Proteinen (inhibitor of NF-xB) reguliert (Ghosh et al. 1995, Muller et al. 1995). Durch Bindung
der IkB- an die NF-kB-Proteine wird das Kernlokalisierungs-Signal der NF-xB-Proteine mas-
kiert, wodurch die NF-kB-Proteine im inaktiven Zustand im Cytoplasma lokalisieren (Huxford
et al. 1998, Jacobs et al. 1998, Torgerson et al. 1998). Der kanonische Signalweg der
NF-kB-Aktivierung ist charakterisiert durch die Aktivierung spezifischer IkB-Kinasen (IKK),
welche die 1kB-Proteine phosphorylieren (Brockman et al. 1995, Brown et al. 1995). Diese
Phosphorylierung markiert die 1xB-Proteine fir die proteosomale Degradation. Es resultieren
ungebundene NF-kB-Proteine, welche in den Zellkern translozieren und dort als Transkripti-
onsfaktoren agieren. Das am besten untersuchte IxB-Protein reprasentiert 1kB-o.. McAllister
und Kollegen konnten zeigen, dass die dsRNA-abhéangige Aktivierung der PKR die intrazellu-
lare Menge von IkB-a herunterreguliert (McAllister et al. 2012). Es ist anzumerken, dass dies
nicht auf eine direkte Wirkung der PKR zurlckzufihren ist, sondern auf die Translations-
Inhibition, welche aus der Phosphorylierung von elF2a resultiert. So konnte in PKR-
depletierten Zellen durch Stimulation mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid ebenfalls
eine Reduktion von IkB-a und eine Induktion von IFNB als Reaktion auf die Présenz von
dsRNA nachgewiesen werden (McAllister et al. 2012). Der molekulare Mechanismus, durch
den die Translations-Inhibition die IkB-a-Menge reduziert, ist jedoch nicht naher betrachtet
worden. Des Weiteren ist bekannt, dass die Phosphorylierung von elF2a in der Rekrutierung
verschiedener RBPs (RNA-binding proteins) resultiert (siehe Kapitel 1.4). Eines dieser Prote-
ine ist TIA-1. Es sollte deshalb untersucht werden, ob TIA-1 an der PKR-vermittelten Reduk-
tion von IkB-a beteiligt ist. Dies wirde auch die Rolle von TIA-1 bei der IFNB-Induktion erkla-
ren.

Zunachst wurde untersucht, ob die Aktivierung von NF-kB in Zellen nachgewiesen werden
kann, in denen das HCV-Replikon transient repliziert. Dabei wurden transient mit dem HCV-
mut-Replikon transfizierte Huh7-Zellen als Referenz verwendet. Des Weiteren wurden ana-
log auch mit dem WNV- und dem WNV-mut-Replikon transfizierte Zellen betrachtet. Als Maf3
fur die Aktivierung des NF-kB-Signalweges wurden 48 h nach der Transfektion die cytoplas-
matische Menge von IkB-a und die nukledre Menge an NF-kB mittels Western Blot quantifi-
ziert. Durch Detektion des cytoplasmatisch lokalisierten Proteins GAPDH in den Kernextrak-

ten, sowie des nuklear lokalisierten Proteins LaminA in den cytoplasmatischen Extrakten
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wurde sichergestellt, dass die Extrakte nicht mit Komponenten der jeweils anderen Fraktion
kontaminiert sind. Dabei wurde beobachtet, dass im cytoplasmatischen Extrakt von Zellen, in
denen das HCV-Replikon transient repliziert, im Vergleich zur Referenz (HCV-mut-Replikon)
die IkB-a-Menge auf etwa die Halfte reduziert ist (Abbildung 3.21 A, C). Dies korrelierte mit
einer Erhdhung der nukledren NF-kB-Menge auf etwa das Doppelte (Abbildung 3.21 B, C),
was auf eine reduzierte Interaktion zwischen NF-«B und IkB-a zurtickgefuhrt werden kann.
Ungebundenes NF-kB kann somit in den Nukleus translozieren und als Transkriptionsfaktor
agieren. In den Extrakten der Zellen, in denen das WNV-Replikon transient repliziert, konn-
ten im Vergleich zu den Extrakten der mit dem WNV-mut-Replikon transfizierten Zellen keine
Unterschiede der cytoplasmatischen IkB-a-, sowie der nukledaren NF-kB-Menge detektiert
werden (Abbildung 3.21 A, B, C). Es kann somit angenommen werden, dass der NF-xB-
Signalweg als Folge der Replikation des HCV-Replikons, nicht jedoch als Folge der Replika-
tion des WNV-Replikons aktiviert wurde.

Im Folgenden sollte Uberprift werden, ob die Proteine PKR und TIA-1 an der HCV-
induzierten NF-«B-Aktivierung beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden in PKR- und TIA-1-
depletierten Huh7-Zellen, in denen das HCV-Replikon transient repliziert, die cytoplasmati-
sche IkB-a-Menge und die nukledre NF-kB-Menge bestimmt (48 h p.t.). Als Kontrolle dienten
Zellen, welche mit einer GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden und in denen das HCV-
Replikon transient repliziert. Im Vergleich zur Referenz (siGFP + HCV) konnte in PKR- und
TIA-1 depletierten Zellen eine erhohte cytoplasmatische IkB-a-Menge (je ca. 160% der in
den Kontrollzellen detektierten Menge) detektiert werden (Abbildung 3.21 D, F). Dies korre-
lierte mit einer verringerten NF-kB-Menge (je ca. 50% der in den Kontrollzellen detektierten
Menge) in den entsprechenden Kernextrakten (Abbildung 3.21 E, F). Diese Beobachtung
kénnte darauf zurlickzufihren sein, dass die Depletion der Proteine PKR und TIA-1 die HCV-
induzierte Reduktion der cytoplasmatischen lkB-o-Konzentration inhibiert. Es erscheint plau-
sibel, dass die im Gegensatz zur Referenz erhohte cytoplasmatische IkB-o-Menge in einer
Reduktion der Menge an freiem NF-xB resultiert, welches in den Zellkern translozieren kann.
Dies indiziert, dass sowohl PKR, als auch TIA-1 an der HCV-induzierten NF-xB-Aktivierung

beteiligt sind.
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Abbildung 3.21: TIA-1 und PKR vermitteln die HCV-induzierte Aktivierung von NF-xB. (A, B) 48 h nach der

Transfektion von Huh7-Zellen mit den Replikons HCV, HCV-mut, WNV bzw. WNV-mut wurden cytoplasmatische
Extrakte (A) und Kernextrakte (B) prapariert und mittels Western Blot analysiert. Die Visualisierung der viralen
Proteine WNV-NS5 und HCV-NS5B diente dem Nachweis der viralen Replikation. (A) Nachweis von IkB-a,
GAPDH und LaminA. GAPDH diente als Ladekontrolle und wurde zur Normalisierung der detektierten IkB-a-
Menge verwendet. (B) Nachweis von NF-xB, GAPDH und LaminA. LaminA diente als Ladekontrolle und wurde
zur Normalisierung der detektierten NF-kB-Menge verwendet. (C,F) Quantifizierung der mittels Western Blot
detektierten cytoplasmatischen IkB-o- und nukledaren NF-kB-Mengen. (C) Die detektierten IkB-a- und NF-xB-
Mengen der Zellen, welche mit den replikationsdefizienten Replikons (HCV-mut, WNV-mut) transfiziert wurden,
dienten als Referenz und wurden als 100% definiert. Die gemessenen Mengen in den HCV- bzw. WNV-
transfizierten Zellen wurden in Relation zu diesen gesetzt. (D, E) Huh7-Zellen wurden zunéchst mit spezifischen
siRNAs (siGFP, siPKR, siTIA-1) und 24 h spater transient mit dem HCV-Replikon transfiziert. Nach weiteren 48 h
wurden aus den Zellen cytoplasmatische Extrakte (D) und Kernextrakte (E) prapariert und diese mittels Western
Blot analysiert. (D) Nachweis von IkB-a, GAPDH, PKR, TIA-1 und LaminA. GAPDH diente als Ladekontrolle und
wurde zur Normalisierung der detektierten IxB-o-Menge verwendet. Die Detektion der Proteine PKR und TIA-1
diente dem Nachweis der siRNA-vermittelten Depletion. (E) Nachweis von NF-kB, GAPDH und LaminA. LaminA
diente als Ladekontrolle und wurde zur Normalisierung der detektierten NF-kB-Menge verwendet. Die Detektion
von TIA-1 diente dem Nachweis der siRNA-vermittelten Depletion. (F) Als Referenz dienten transient mit dem
HCV-Replikon transfizierte Huh7-Zellen, welche mit einer siGFP-RNA behandelt wurden. Die in diesen Zellen
quantifizierten lkB-a- und NF-xB-Mengen wurden als 100% definiert und die Quantitdten in PKR-, bzw. TIA-1
depletierten Zellen in Relation zu dieser Referenz gesetzt.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob beide TIA-1-Isoformen an der HCV-induzierten
NF-kB-Aktivierung beteiligt sind. Da die fur die Depletion von TIA-1 verwendete siRNA zur

Depletion beider Isoformen fiihrt, sollte diese Fragestellung durch Uberexpressionsstudien

76



Ergebnisse

adressiert werden. Zu diesem Zweck wurden TIA-1vl und TIA-1vll als FLAG-Fusionsproteine
jeweils in der persistenten HCV-Zelllinie Uberexprimiert. Als Referenz wurden unbehandelte
Zellen der persistenten HCV-Zelllinie verwendet. Als Mal3 fur die Aktivierung des NF-«B-
Signalweges wurde die cytoplasmatische Menge von IkB-o.und die nukledare Menge an
NF-xB 24 h nach der Plasmid-Transfektion mittels Western Blot quantifiziert. Interessanter-
weise konnte in Zellen, welche mit dem TIA-1vI-Plasmid transfiziert wurden, eine deutliche
Reduktion von IkB-a im cytoplasmatischen Extrakt detektiert werden (auf ca. 52%), welche
mit einer erhéhten NF-kB-Quantitat im Nukleus korrelierte (auf etwa 292%) (im Vergleich zu
unbehandelten Zellen der persistenten HCV-Zelllinie). Bei der Transfektion der persistenten
HCV-Zelllinie mit dem TIA-1vll-Plasmid konnte dies hingegen nicht beobachtet werden
(Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22: Die Uberexpression von TIA-1vl in der persistenten HCV-Zelllinie induziert eine verringer-
te cytoplasmatische IkB-a- und eine erhdéhte nukledre NF-kB-Menge. (A) Reprasentative Western Blots von
NF-kB, GAPDH und LaminA im Kernextrakt (obere Abbildung), sowie IkB-a , GAPDH und LaminA im cytoplasma-
tischen Extrakt (untere Abbildung) von unbehandelten Zellen der persistenten HCV-Zelllinie bzw. 24 h nach UE
von TIA-1vl oder TIA-1vll. Der Nachweis der Synthese der TIA-1-FLAG-Fusionsproteine erfolgte mittels anti-
FLAG-Antikorper (B) Quantifizierung der cytoplasmatischen IkB-a- und der nuklearen NF-xB-Menge in unbehan-
delten Zellen der persistenten HCV-Zelllinie, sowie 24 h nach UE von TIA-1vl oder TIA-1vll. Die in den Extrakten
der unbehandelten Zellen der persistenten HCV-Zelllinie quantifizierten 1kB-a- und NF-kB-Mengen wurden als
100% definiert und die Gbrigen Werte in Relation dazu gesetzt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die transiente Replikation des HCV-Replikons in
Huh7-Zellen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B induziert. So konnte in Zellen,
in denen das HCV-Replikon transient repliziert, im Vergleich zu Kontrollzellen, welche mit der
replikationsdefizienten HCV-mut-RNA transfiziert wurden, eine verringerte cytoplasmatische
IxB-a-Menge und eine erhéhte nukledre NF-kB-Menge beobachtet werden.

Die erhdhte cytoplasmatische IkB-a-Menge, sowie die verringerte nukleare NF-kB-Menge in

mit dem HCV-Replikon transfizierten, TIA-1-depletierten Zellen im Vergleich zu Zellen, wel-
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che mit einer nicht funktionalen siRNA behandelt wurden, deuten darauf hin, dass TIA-1 an
der HCV-induzierten Aktivierung von NF-xB beteiligt ist. Dieselben Resultate wurden bei
siRNA-vermittelter Depletion von PKR erzielt. Durch Uberexpressionsstudien in der persis-
tenten HCV-Zelllinie konnte zudem gezeigt werden, dass die TIA-1vl-Isoform einen negativ
regulatorischen Einfluss auf die cytoplasmatische Menge von IkB-a ausibt, wahrend fur die
TIA-1vll-Isoform keine solche Funktion nachgewiesen werden konnte. Die Reduktion der
cytoplasmatischen IkB-a-Menge korrelierte wiederum mit einem Anstieg der nukledren

NF-xB-Menge.

3.4.31 Die Replikation des HCV-Replikons in Huh7-Zellen hat keinen Einfluss auf
die lkB-a-mRNA-Stabilitat

Die beobachtete Abnahme der IkB-a-Menge im Cytoplasma von transient mit dem HCV-
Replikon transfizierten Huh7-Zellen und Zellen der persistenten HCV-Zelllinie nach UE von
TIA-1vl kdnnte auf verschiedene Ursachen zuriickzufiihren sein. Zum einen kdnnte die De-
gradation von IkB-a erhoht sein, wodurch (bei gleichbleibender Translation) die Gesamt-
IkB-a-Menge abnehmen wirde. Es ist bereits bekannt, dass im Rahmen der NF-xB-
Aktivierung lkB-a phosphoryliert und ubiquitinyliert wird und somit die proteasomale Degra-
dation initiiert wird. Zum anderen kénnte die Translation beeinflusst sein. Dabei wéare sowohl
ein direkter Einfluss auf die Translation der 1kB-a-mRNA, als auch ein indirekter Einfluss
aufgrund von Regulationen der IkB-a-mRNA-Menge und/oder -Stabilitat denkbar. Im Fol-
genden sollen diese Mdglichkeiten adressiert werden.

Zunéchst sollte untersucht werden, ob eine differentielle Regulation der IkB-a-mRNA in
Huh7-Zellen, in denen das HCV-Replikon transient repliziert, im Vergleich zu naiven Huh7-
Zellen nachgewiesen werden kann. Als Kontrolle dienten zuséatzlich transient mit dem HCV-
mut- und dem WNV-Replikon transfizierte Zellen. Bei Betrachtung der IkB-a-Trans-
kriptmenge 48 h p.t. konnten keine Unterschiede im Vergleich zu naiven Huh7-Zellen detek-
tiert werden (Abbildung 3.23 A).

Im Folgenden wurde die Degradation der IkB-a-mRNA in naiven, sowie in transient mit den
Replikons HCV, HCV-mut und WNV transfizierten Zellen untersucht. Die Analyse erfolgte
48 h p.t mittels Actinomycin D-Assay (Vgl. Kapitel 3.2). Die Halbwertszeit der 1kB-a-mRNA

wurde mittels exponentieller Regression entsprechend der Formel y = a x e?** + ¢ be-
stimmt. Abbildung 3.23 B verdeutlicht, dass die transiente Transfektion der Huh7-Zellen mit
dem HCV-, dem HCV-mut und dem WNV-Replikon keinen Einfluss auf die Degradation der
IkB-a-mRNA ausubte. Zwischen den ermittelten Halbwertszeiten in den naiven Huh7-Zellen
(84 = 21) und den transient transfizierten Zellen [81 = 12 min (HCV-Replikon), 91 + 22 min
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(HCV-mut-Replikon) 91 = 17 (WNV-Replikon)] besteht kein statistisch signifikanter Unter-
schied. Somit scheint die beobachtete Abnahme des detektierbaren cytoplasmatischen IxB-a
in Huh7-Zellen, in denen das HCV-Replikon transient repliziert, nicht auf eine verringerte

IkB-a-mRNA-Stabilitat zurtickzufihren sein.
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Abbildung 3.23: Die IkB-a-mRNA ist durch transiente Transfektion der Huh7-Zellen mit dem HCV-, dem
HCV-mut- und dem WNV-Replikon nicht differenziell reguliert. Analyse der (A) Gesamtmenge und (C) der
Degradation der IkB-a-mRNA in naiven Huh7-Zellen, sowie 48 h nach transienter Transfektion mit dem HCV-,
dem HCV-mut und dem WNV-Replikon durch qRT-PCR. (A) Die in naiven Huh7-Zellen detektierbare IkB-o-
mRNA-Menge wurde als 100% definiert und die in den transfizierten Zellen gemessenen Quantitaten in Relation
zu dieser gesetzt. (B) Reprasentativer Western Blot von WNV-NS5, HCV-NS5B und GAPDH (Ladekontrolle) in
naiven Huh7-Zellen, sowie 48 h nach transienter Transfektion mit dem HCV-, dem HCV-mut und dem WNV-
Replikon zum Nachweis der viralen Replikation. (C) Fir jeden Probensatz wurde die gemessene lkB-o-mRNA-
Menge zum Zeitpunkt 0 min als 100% definiert. Die Transkriptmengen der Ubrigen Zeitwerte sind als Relativwer-
te, bezogen auf den 100%-Wert, angegeben. Zur Ermittlung der IkB-a-mRNA-Halbwertszeit wurden die relativen
Transkriptmengen gegen die Zeit nach Actinomycin D-Zugabe aufgetragen.

3.4.3.2 TIA-1 hat keinen Einfluss auf die Degradation von IkB-a
Da die Replikation des HCV-Replikons in Huh7-Zellen nicht in einer differentiellen Regulation
der IxB-a-mRNA resultierte, wurde ausgeschlossen, dass die Funktion von TIA-1 bei der

HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung durch einen Einfluss auf die IxB-a-mRNA

vermittelt wird. Es sollte deshalb im Folgenden untersucht werden, ob TIA-1 stattdessen ei-
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nen Einfluss auf die Degradation von IkxB-o ausuibt. Zur Untersuchung der Degradation eines
Proteins kommen im Wesentlichen zwei Methoden zum Einsatz, die pulse chase-Methode
und die Inhibition der de novo Translation mittels Cycloheximid, wobei letztere im Rahmen
der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Die Cycloheximid-Anwendung zur Analyse der
Protein-Degradation ist vergleichbar mit der Analyse der mRNA-Degradation mittels Actino-
mycin D. Cycloheximid inhibiert die Translation, indem es sowohl die Bindung der Ami-
noacyl-tRNA an die Ribosomen, als auch den Transfer von Aminoséuren von der Aminoacyl-
tRNA auf entstehende Peptide und die Freisetzung der deacylierten tRNA verhindert. Durch
Entnahme von Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandeln der Zellen mit Cyc-
loheximid und anschlieBender Detektion des Proteins von Interesse mittels Western Blot
kann somit dessen Degradation analysiert werden.

Um einen Einblick zu erhalten, ob TIA-1 die Degradation von IkB-a beeinflusst, wurde TIA-1
in Huh7-Zellen mittels einer spezifischen siRNA depletiert und die Zellen 24 h spater mit dem
HCV-Replikon transfiziert. Als Kontrolle dienten Huh7-Zellen, welche vor der Transfektion
stattdessen mit einer GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden. 48 p.t. wurde Cyclohexi-
mid in das Zellkulturmedium appliziert und im Folgenden zu verschiedenen Zeitpunkten Pro-
ben entnommen. Nach Quantifizierung der cytoplasmatischen lkB-a-Mengen mittels Western
Blot wurde die berechnete IkB-a-Menge vor der Zugabe von Cycloheximid (O min) als 100%
definiert und die Ubrigen Werte in Relation dazu gesetzt. Abbildung 3.24 verdeutlicht, dass
sich die Degradationsrate von IkB-a in Huh7-Zellen, in denen das HCV-Replikon transient
repliziert, bei Depletion von TIA-1 nicht von der in den Kontrollzellen (mit GFP-spezifischer
SiRNA behandelt) unterschied. Zuséatzlich wurden auch Kernextrakte der mit Cycloheximid
behandelten Zellen prapariert und hinsichtlich der enthaltenen NF-kB-Menge verglichen.
Interessanterweise korrelierte die (aufgrund der Translations-Inhibition) abnehmende I«B-a-
Menge mit einer ansteigenden Quantitat an nukledrem NF-xB.

Es kann geschlussfolgert werden, dass TIA-1 in Huh7-Zellen, in denen das HCV-Replikon

transient repliziert, keinen Einfluss auf die Degradation von IkB-o austbt.
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Abbildung 3.24: Die Depletion von TIA-1 hat in transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Huh7-Zellen
keinen Einfluss auf die Degradation von IkB-a.Huh7-Zellen wurden mit spezifischen siRNAs (siGFP, siTIA-1)
behandelt und 24 h spéater mit dem HCV-Replikon transfiziert. Nach weiteren 48 h wurde Cycloheximid in das
Zellkulturmedium appliziert und nach den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen, aus welchen cytoplas-
matische Extrakte sowie Kernextrakte prapariert wurden. (A) Reprasentativer Western Blot von LaminA, HCV-
NS5B, TIA-1, IkB-a und GAPDH im cytoplasmatischen Extrakt. Die Detektion von HCV-NS5B diente dem Nach-
weis der viralen Replikation. (B) Die cytoplasmatischen lkB-o-Mengen wurden mittels Western Blot quantifiziert.
Dabei wurden die detektierten 1kB-a-Mengen zum Zeitpunkt O min als 100% definiert. (C) Reprasentativer Wes-
tern Blot von NF-xB, GAPDH und LaminA im Kernextrakt. (D) Die nukledren NF-kxB-Mengen wurden mittels Wes-
tern Blot quantifiziert. Die zum Zeitpunkt O min nach Cycloheximid-Zugabe detektierte NF-kB-Menge wurde je-
weils als 100% definiert.

3.4.3.3 TIA-1istin transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Huh7-Zellen an
der Inhibition der Translation der IkB-a-mRNA beteiligt

Es war im Folgenden von Interesse, ob TIA-1 mdglicherweise einen Einfluss auf die Transla-
tion der 1kB-a-mRNA austbt. Um dies zu untersuchen, wurde ein Reporter-Konstrukt gene-
riert, in welchem die fur die firefly-Luciferase codierende Sequenz von den authentischen
UTRs der humanen IxB-o-mRNA flankiert wird (siehe Anhang 8.3). Somit sollte die Regulati-
on der Translation der Luciferase-RNA durch die 1kB-a-UTRs vermittelt werden. Das gene-
rierte Plasmid diente als Template fir die Synthese eines in vitro Transkripts [im Folgenden

als IU-Luciferase-RNA (IkB-a-UTR-Luciferase) bezeichnet]. Zur Untersuchung des Einflus-
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ses von TIA-1 auf die Translation dieses Transkripts wurden Huh7-Zellen zunachst mit ver-
schiedenen siRNAs (siGFP, siTIA-1) behandelt und 24 h spater mit dem HCV- bzw. dem
HCV-mut-Replikon transient transfiziert. Zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation
(48 h p.t.) wurden die Zellen transient mit der IU-Luciferase-RNA transfiziert. Nach weiteren

90 min wurden die Zellen geerntet und die Luciferase-Aktivitdt gemessen.
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Abbildung 3.25: Die siRNA-vermittelte Depletion von TIA-1 in transient mit dem HCV-Replikon transfizier-
ten Zellen erh6ht die Translation der IU-Luciferase-RNA. 24 h nach der Transfektion von Huh7-Zellen mit der
SiTIA-1- bzw. der siGFP-RNA wurden die Huh7-Zellen mit dem HCV- bzw. dem HCV-mut-Replikon transient
transfiziert. (A) Zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation (48 h p.t.) wurden diese Zellen mit der IkB-o-
UTR-Luciferase-RNA transfiziert. Nach weiteren 90 min wurden Zellextrakte prapariert und die Luciferase-
Aktivitaten gemessen. Zum Vergleich der Luciferase-Aktivitaten wurden die mit der siGFP- und der HCV-mut-
RNA transfizierten Zellen als Referenz verwendet und die Luciferase-Aktivitaten der tbrigen Proben als Relativ-
werte, bezogen auf den 100% - Wert, berechnet. (B) Reprasentativer Western Blot von Vinculin, TIA-1 (zum
Nachweis der TIA-1-Depletion) und HCV-NS5B (zum Nachweis der HCV-Replikation).

Zur Interpretation der Daten diente die Luciferase-Aktivitat der mit der siGFP-RNA und dem
HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen als Referenz, mit welcher die Aktivitaten der tbrigen
Zellen verglichen wurden. Somit kann nicht nur der Einfluss der TIA-1-Depletion, sondern
auch der der HCV-Replikation auf die Translation der IU-Luciferase-RNA untersucht werden
(Abbildung 3.25). Dabei konnte in den transient mit dem HCV-Replikon transfizierten Zellen,
welche mit der siGFP-RNA behandelt wurden (siGFP + HCV) im Vergleich zu den Kontroll-

zellen (siGFP + HCV-mut) eine deutlich verringerte Luciferase-Aktivitat detektiert werden (ca.
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30%). Somit scheint die Replikation der HCV-RNA in einer Inhibition der Translation der IU-
Luciferase-RNA zu resultieren. Wurden die Zellen jedoch vor der Transfektion des HCV-
Replikons mit der siTIA-1-RNA behandelt, konnte nur ein geringer Unterschied zur Referenz
ermittelt werden (ca. 80 %). Somit kann geschlussfolgert werden, dass der inhibitorische
Einfluss der HCV-Replikation auf die Translation der IU-Luciferase-RNA durch Depletion von
TIA-1 inhibiert wird. Beim Vergleich der Luciferase-Aktivitaten von transient mit dem HCV-
mut-Replikon transfizierten Zellen, welche zum einen mit der TIA-1- und zum anderen mit der
GFP-spezifischen siRNA behandelt wurden, konnten nur geringe Unterschiede detektiert

werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mittels des Luciferase-Assays ein Einfluss der
HCV-Replikation auf die Translation der IU-Luciferase-RNA nachgewiesen werden konnte.
Daruber, ob es sich dabei um eine mRNA-spezifische Translations-Inhibition oder eine Folge
der fur die HCV-Replikation beschriebenen allgemeinen Inhibition der Translation handelt,
kann im Moment nur spekuliert werden. Des Weiteren konnte bei Betrachtung von transient
mit dem HCV-Replikon transfizierten Zellen in TIA-1-depletierten Zellen (im Vergleich zur
Behandlung mit der siGFP-RNA), eine deutlich erhthte Luciferase-Aktivitat nachgewiesen
werden. Unter dem Einfluss der HCV-Replikation scheint TIA-1 somit die Translation der 1U-
Luciferase-RNA zu inhibieren. Da bei Betrachtung von transient mit dem HCV-mut-Replikon
transfizierten Zellen jedoch nur ein geringer Einfluss der TIA-1-Depletion auf die Translation
der IU-Luciferase-RNA beobachtet werden konnte, kann angenommen werden, dass TIA-1

nicht generell deren Translation inhibiert.
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4 Diskussion

Das HCV reprasentiert ein bedeutsames Humanpathogen aus der Gruppe der (+)-Strang-
RNA-Viren und bewirkt umfassende Veranderungen der zellularen Genexpression in den
Wirtszellen. Der in dieser Arbeit am Beispiel der VEGF-A-mRNA untersuchte Einfluss auf die
mRNA-Degradation kénnte daran entscheidend beteiligt sein. Die Stabilisierung zellularer
Transkripte als Folge der viralen Replikation kénnte einen verallgemeinerbaren Mechanis-
mus reprasentieren, Uber den die virale Replikation die posttranskriptionelle Regulation der
zellularen Genexpression beeinflusst. Die in dieser Arbeit untersuchte HCV-induzierte Stabi-
lisierung der VEGF-A-mRNA kann dabei als Prototyp dieses Mechanismus angesehen wer-
den.

Das Mitogen VEGF-A ist von hoher medizinischer Bedeutung. Beim Uberwiegenden Anteil
HCV-infizierter Patienten entwickelt sich eine persistierende Infektion, welche zu chronischer
Hepatitis, Leberzirrhosen und hepatozellularen Karzinomen (HCC) fuhren kann (Hoofnagle
2002, Marusawa et al. 1999). Die molekularen Mechanismen, die der HCV-induzierten Kan-
zerogenese zu Grunde liegen, sind bisher noch unzureichend geklart. Es ist jedoch bekannt,
dass sie mit hepatischer Angiogenese einhergeht. Einen der wichtigsten Faktoren der Angi-
ogenese reprasentiert das VEGF-A. Aus verschiedenen Studien war bekannt, dass eine
HCV-Infektion dessen Expression beeinflusst (Abe et al. 2012, Nasimuzzaman et al. 2007,
Ripoli et al. 2010). So konnten Nasimuzzaman und Kollegen zeigen, dass sowohl die Quanti-
tat der VEGF-A-mRNA als auch die VEGF-A-Proteinsynthese unter dem Einfluss von HCV
erhdht ist und fuhrten dies auf einen Hypoxie-ahnlichen Effekt zurtick. Unter Hypoxie wird
eine erhbhte VEGF-A-Expression (unter Beteiligung von HIF-1) sowohl durch eine Transkrip-
tionsinduktion, als auch durch eine erhéhte VEGF-A-mRNA-Stabilitdt vermittelt. Im Zuge der
Arbeit von Fr. Dipl. Biol. Winkler konnte erstmals gezeigt werden, dass auch die HCV-
Replikation die Stabilitat der VEGF-A-mRNA erhoht, dies jedoch nicht von der HIF-1-Aktivitat
abhangig ist. Somit wird die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA vermutlich
durch einen Hypoxie-unabhangigen Signalweg vermittelt. Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurden die darin involvierten viralen und zellularen Determinanten identifiziert. Die erhal-
tenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-

MRNA in Zusammenhang mit der IFNB-Antwort steht.

4.1 Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung durch virale
RNA

Es wurden verschiedene virale RNA-Molekiile hinsichtlich ihrer Fahigkeit untersucht, die

Stabilisierung der VEGF-A-mRNA zu induzieren. Dabei konnte bestatigt werden, dass die
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transiente HCV-Replikation, nicht jedoch die WNV-Replikation in einer erhdhten Stabilitat der
VEGF-A-mRNA resultiert (siehe Kapitel 3.2) ().

Als entscheidende molekulare Determinante dieser Beobachtungen konnte die HCV-IRES
identifiziert werden (siehe Kapitel 3.3.3 und 3.3.6). Die intrazellulare Prasenz der HCV-IRES
erwies sich jedoch nur in Kombination mit einer replizierenden viralen RNA als hinreichend,
um die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA zu induzieren (siehe Kapitel 3.3.3 und 3.3.6).

Die Sekundarstruktur der HCV-IRES ist hoch konserviert und kann in vier Doméanen unterteilt
werden (I, 1, 1l und IV). Dabei sind die Domanen | und Il fiir eine effiziente Replikation unab-
dingbar, wahrend die Doménen I, lll und IV die Translations-Initiation vermitteln (Kim et al.
2002, Kolupaeva et al. 2000, Otto et al. 2004). Interessanterweise konnte gezeigt werden,
dass die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA keinen fir das HCV spezifischen Effekt darstellt,
sondern auch durch die transiente Replikation des BVDV-Replikons induziert werden kann
(siehe Kapitel 3.3.7). Zwischen BVDV und HCV besteht ein hoher Grad an Homologie be-
zuglich vieler Charakteristika, z.B. Genomarganisation, sowie Replikations- und Translations-
Strategie (Baginski et al. 2000, Lindenbach et al. 2003, Tautz et al. 2015, Zitzmann et al.
1999). Die zum Typ IV zahlenden IRES-Elemente des HCV und des BVDV weisen starke
Ahnlichkeiten auf. Neben einer signifikanten Konservierung der Nukleotidsequenz bezieht

sich diese Ahnlichkeit auch auf die angenommene Sekundar- und Tertiarstruktur der RNA
(Pestova et al. 1999).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der BVDV-IRES und der HCV-IRES.Dargestellt sind die postulierte
Sekundarstruktur der BVDV-IRES (A) und der HCV-IRES (B). Die gréRte Ahnlichkeit der beiden IRES-Elemente
ist in den stem loops 1l und 1ll zu finden. Ubereinstimmende Nukleotidsequenzen sind durch Einrahmung gekenn-
zeichnet. (B) Die roten Klammern markieren die innerhalb der HCV-IRES identifizierte Bindestelle der PKR (siehe
Kapitel 4.2) (Toroney et al. 2010). Abbildungen modifiziert nach (Grassmann et al. 2005).
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Auch in Bezug auf die fUr die Translations-Initiation bendétigten zellularen Initiationsfaktoren
stehen HCV und BVDV in Ubereinstimmung zueinander (Pestova et al. 1999). Die starkste
Ahnlichkeit der HCV- und BVDV-IRES ist in den Doméanen 1l und Il zu finden (Abbildung
4.1).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate deuten darauf hin, dass die tUbereinstimmenden
Charakteristika des HCV und des BVDV bezilglich ihrer Translationsstrategie (cap-
unabhangig, IRES-vermittelt), sowie des damit korrelierenden Einflusses auf die Wirtszelle
entscheidend fir die Stabilisierung der hier untersuchten VEGF-A-mRNA durch beide Repli-
konsysteme sind. Die WNV-RNA, sowie die ebenfalls untersuchte Sindbis-RNA werden cap-
abhangig translatiert und enthalten keine IRES-Struktur. Es wird postuliert, dass die Absenz
der IRES die Ursache dafir darstellt, dass die Replikation beider viralen RNAs keinen Ein-
fluss auf die Degradation der VEGF-A-mRNA ausibt (siehe Kapitel 3.3.7).

Analog zu den Studien mit dem HCV (%) wurde die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung unter tran-
sienter BVDV-Replikation zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation beobachtet (24 h
p.t.) (siehe Kapitel 3.3.7). Somit kann ausgeschlossen werden, dass die Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA einem definierten zeitichen Rahmen unterliegt. Unter Verwendung des
BVDV-Replikonsystems konnte zudem nachgewiesen werden, dass die viral-induzierte Sta-
bilisierung der VEGF-A-mRNA keinen Zelltyp-spezifischen Effekt darstellt (siehe Kapitel
3.3.7).

Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick tber die verschiedenen viralen RNAs bzw. RNA-
Kombinationen, welche in Hinblick auf ihre Fahigkeit getestet wurden, in Huh7-Zellen die
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA zu induzieren.

Tabelle 4.1. Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung durch virale RNAs

virale RNA Stabilisierung virale Rep- Phosphorylierung

VEGF-A-mRNA likation von PKR und elF2q *

HCV v v v 12hpt,48 hpt.

HCV-mut - - v 12hpt

BVDV v v v 12hpt,24hpt

BVDV-mut - - v 12hpt

WNV - v -

WNV-mut - - -

WNV + HCV-mut v v v 12hpt

WNV + HCV-IRES SL1-4 v v v 12hpt

WNV + HCV-IRES SL1-3 - v -

WNV + HCV-IRES SL1-2 - v -

HCV-IRES SL1-4 - - v 12hpt

HCV-IRES SL1-3 - - -

HCV-IRES SL1-2 - - n.g.

WNV + BVDV-mut v v n.g.

n.g.- nicht getestet; * detektiert zum Zeitpunkt
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4.2 Abhangigkeit der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabili-
sierung von PKR und RIG |

Die Erkennung der viralen RNA als PAMP durch spezifische PRRs stellt das initiale Ereignis
bei der Induktion der IFNB-Antwort dar. Dabei wird die virale RNA anhand spezifischer Cha-
rakteristika erkannt, welche sie von zellularer RNA unterscheidet. So erkennen die memb-
rangebundenen TLRs (toll like-Rezeptoren) u.a. RNA in endosomalen Vesikeln, in denen
keine zellulare RNA vorkommt (Iwasaki et al. 2004). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lag

der Fokus allerdings auf den cytoplasmatisch lokalisierten Sensor-Proteinen PKR und RIG 1.

Es konnte gezeigt werden, dass RIG | essentiell fur die HCV-induzierte Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA ist (siehe Kapitel 3.3.1). Als entscheidende PAMPs der HCV-RNA, welche
durch RIG | erkannt werden, wurden die Triphosphat-Struktur am 5"Ende der viralen RNA,
sowie poly-Uridin-Motive in der 3"UTR identifiziert (Hornung et al. 2006, Pichlmair et al. 2006,
Schmidt et al. 2009, Schnell et al. 2012, Yoneyama et al. 2004). Obwohl der WNV-RNA die-
se beiden Charakteristika fehlen, wird RIG | auch von WNV-RNA aktiviert (Errett et al. 2013,
Fredericksen et al. 2006, Fredericksen et al. 2008, Loo et al. 2011, Shipley et al. 2012). Es
wurden mehrere Sequenzbereiche innerhalb des WNV-Genoms und des anti-Genoms
[()-Strang-Intermediat wahrend der viralen Replikation] identifiziert, welche als PAMP zur
Aktivierung von RIG | fungieren kdénnen (Shipley et al. 2012). Diese hochstrukturierten Berei-
che besitzen keinerlei Ahnlichkeiten hinsichtlich inrer Nukleotid-Sequenz, was darauf hindeu-
tet, dass die Aktivierung von RIG | nicht durch ein spezifisches Sequenzmotiv vermittelt wird
(Shipley et al. 2012). RIG | ist nicht nur an der Detektion von HCV und WNV, sondern auch
an der zahlreicher anderer Viren [z.B. Dengue Virus, Poliovirus, Influenza-Virus, VSV (vesi-
cular stomatitis virus), Masern-Virus, Ebola-Virus] beteiligt und wird dabei durch jeweils vollig
verschiedene RNA-Elemente aktiviert. Dass die Replikation des hier untersuchten WNV-
Replikons in Huh7-Zellen keinen Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-mRNA ausiibt,
deutet darauf hin, dass die Erkennung der viralen RNA durch RIG | nicht hinreichend fir die
Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung ist. Zusatzlich scheint auch die Aktivierung der
Kinase PKR eine hierfir essentielle Determinante zu sein (siehe Kapitel 3.3.1 - 3.3.7).

Die PKR ist wie RIG | an der Detektion viraler RNA und der Induktion eines antiviralen Status
in der Zelle beteiligt (Diebold et al. 2003, McAllister et al. 2009, McAllister et al. 2012). Sie ist
eine Serin/Threonin-Kinase, welche wichtige Funktionen bei der Regulation der Transkription
und Translation besitzt (Clemens et al. 1997). Die PKR kann strukturell in zwei Domanen
unterteilt werden: eine N-terminale dsRNA-bindende Doméane (dsRBD) und eine C-terminale
Kinase-Domane, welche durch Bindung der dsRBD an RNA aktiviert wird. Die Substratspezi-

fitat der PKR-Aktivierung wird noch kontrovers diskutiert. So wurde urspringlich angenom-
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men, dass die PKR zwar auch an kurze dsRNA (15 - 16 bp) binden kann (Bevilacqua et al.
1996, Ucci et al. 2007), ihre Aktivierung jedoch nur durch langere dsRNA (30 - 85 bp) indu-
ziert wird (Manche et al. 1992, Minks et al. 1979). Neuere Studien weisen jedoch darauf hin,
dass die PKR auch durch 19 - 21 bp lange siRNAs aktiviert werden kann (Puthenveetil et al.
2006, Sledz et al. 2003). Obwohl sie hoch strukturiert ist und keine langeren (>30 bp)
dsRNA-Bereiche enthalt, kann auch die HCV-IRES die Aktivierung der PKR induzieren (sie-
he auch Kapitel 3.3.6). Die Wechselwirkungen zwischen HCV und PKR sind bereits intensiv
untersucht worden. Mehrere Studien konnten bereits den inhibitorischen Effekt der PKR auf
die HCV-Replikation demonstrieren (Itsui et al. 2006, Rivas-Estilla et al. 2002, Tokumoto et
al. 2007). Des Weiteren konnte sowohl in akut HCV-infizierten Schimpansen (Bigger et al.
2001), als auch in chronisch mit dem HCYV infizierten Patienten (Yu et al. 2000) und in He-
patom-Zelllinien, welche von HCV-assoziierten Tumoren abgeleitet wurden (Hiasa et al.
2003), eine erhdhte PKR-Expression nachgewiesen werden.

Die wohl wichtigste Funktion der PKR stellt die zur Translations-Inhibition filhrende Phospho-
rylierung von elF2a dar. Zusammen mit den Untereinheiten p und y bildet elF2a das elF2-
Protein. Der ternare Komplex aus elF2, GTP und der Initiator-tRNA ist essentiell fur die
Translations-Initiation. Dabei vermittelt elF2 in einem GTP-abhéngigen Prozess die Ausbil-
dung von Basenpaarungen zwischen dem AUG-Startcodon der mRNA und der Initiator-tRNA
(Nanda et al. 2013, Pestova et al. 2002, Peterson et al. 1979, Pisarev et al. 2006) (Abbildung
4.2). Nach der GTP-Hydrolyse wird der elF2:GDP-Komplex freigesetzt und anschliel3end das
GDP durch GTP ersetzt. Dieser Prozess ist nur unter Stimulation durch den GEF (guanine
nucleotide exchange factor) elF2B (eukaryatic initiation factor 2B) moglich (Panniers et al.
1988). Die Affinitat von elF2B fir elF20-P:GDP ist wesentlich héher als die fur elF2a:GDP.
Deshalb inhibiert die Phosphorylierung von elF2a (am Ser51) die elF2B-stimulierte Substitu-
tion von GDP gegen GTP und fiihrt somit zur Inhibition der Translation (Rowlands et al.
1988, Sudhakar et al. 2000). Die eingeschrankte Verfiigbarkeit des elF2-GTP-tRNAMe-
Komplexes resultiert in Translations-inkompetenten Pra-Initiationskomplexen und der As-
semblierung von Stress Granula (siehe Kapitel 1.4).

Die Phosphorylierung von elF2a reprasentiert einen entscheidenden antiviralen Mechanis-
mus. So wird zum einen die virale Translation inhibiert und zum anderen kann die Inhibition
der zellularen Translation zur Apoptose fuhren, wodurch die virale Ausbreitung verhindert
wird (Der et al. 1997, Jagus et al. 1999, Tan et al. 1999). Neben der durch dsRNA aktivierten
PKR sind bisher drei weitere Kinasen bekannt, welche elF2a phosphorylieren kénnen. Dabei
wird die PERK als Konsequenz von ER-Stress (Harding et al. 2000), die heme-regulated
inhibitor kinase (HRI) durch Hdm-Mangel (Han et al. 2001, Lu et al. 2001) und die general
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control non-derepressible kinase 2 (GCN2) durch Aminosaure-Mangel (Kimball 1999) akti-

ternarer elF2-Komplex

viert.

(eif

7_" elF 20-GDP-Recydling

PKR @t vermittelt durch den GEF elF2B
PERK ) elF28

HRI e -

GCM2

Translations-
Inhibition

Abbildung 4.2: Translations-Initiation an zellularen mRNAs. Die Translations-Initiation an zellularen mRNAs
beginnt mit der Assemblierung des 43S-Pra-Initiations-Komplexes. Dieser besteht aus der ribosomalen 40S-
Untereinheit, an welche verschiedene Translations-Initiationsfaktoren gebunden sind und dem ternaren elF2-
Komplex. Dieser wiederum besteht aus der Initiator-tRNA, GTP und dem elF2-Protein. Nur im Komplex mit GTP
und der Initiator-tRNA kann elF2 zusammen mit weiteren Faktoren die Translation initieren. AnschlieRend muss
das entstandene GDP unter Stimulation durch elF2B gegen GTP substituiert werden. Verschiedene Arten von
zellularem Stress resultieren in der Phosphorylierung der a-Untereinheit von elF2 mittels der Kinasen HRI, PKR,
PERK oder GCN2, wodurch die elF2B-vermittelte Substitution von GDP gegen GTP und somit die Translations-
Initiation inhibiert wird. Abbildung modifiziert nach (Flint 2009).

Zahlreiche Viren, vor allem (+)-Strang-RNA-Viren haben einen alternativen Mechanismus der
Translations-Initiation entwickelt. Einer der einfachsten dieser Mechanismen findet sich beim
HCV (analog beim BVDV). Die Initiation verlauft cap-unabhéangig und wird stattdessen durch
die in der 5°"UTR lokalisierte IRES vermittelt (Brown et al. 1992, Pestova et al. 1998, Sarnow
2003). Die Doméne IIl der HCV-IRES vermittelt die korrekte Positionierung des Translations-
Startcodons, welches in Domane IV der HCV-IRES lokalisiert ist, in der ribosomalen 40S-
Untereinheit, wodurch der ribosomale scanning-Prozess obsolet wird (Honda et al. 1996,
Pestova et al. 1998) (Abbildung 4.3). Des Weiteren ist nur ein Minimum an Translations-
Initiationsfaktoren essentiell. So ist elF3 an der Bindung der 40S-Untereinheit an die HCV-

IRES beteiligt, da es zum einen mit der 40S-Untereinheit und zum anderen mit der Domane
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Il der HCV-IRES interagiert. Des Weiteren bindet es an den terndren elF2-Komplex, welcher
die Initiator-tRNA rekrutiert. Im weiteren Verlauf vermittelt elF5B die Assemblierung des funk-
tionellen 80S-Ribosoms. Dieser Mechanismus der Translations-Initiation involviert jedoch
(analog zum Mechanismus an zellularen mRNAS) den elF2-Komplex.

Es existieren allerdings auch Mechanismen der elF2a-unabhéngigen Translations-Initiation,
welche die fortgesetzte Translation unter zellularem Stress gewahrleisten (Pisarev et al.
2005, Thakor et al. 2012). Dies ist unter anderem auch fiir das HCV nachgewiesen worden
(Khawaja et al. 2015, Kim et al. 2011, Terenin et al. 2008). Dabei wurden zum einen elF5B
(Terenin et al. 2008) und zum anderen elF2A (Kim et al. 2011) als alternative Initiator-tRNA-
bindende Proteine postuliert. Ubereinstimmend ist bei beiden vorgeschlagenen Mechanis-
men die Translation der viralen RNA auch unter Mangel des ternaren elF2-Komplexes mdg-
lich. Deshalb ist die Translation der HCV-RNA gegentber der PKR-vermittelten elF2a-
Phosphorylierung nicht nur unempfindlich, sondern sie wurde sogar bereits als vorteilhaft fur
das HCV beschrieben (Arnaud et al. 2010, Arnaud et al. 2011). Dies beruht zum einen da-
rauf, dass die HCV-RNA aufgrund der Inhibition der elF2a-abhéngigen Translation nicht mit
zellularen mRNAs um die Translationsmaschinerie konkurrieren muss und zum anderen da-
rauf, dass auch die Synthese wichtiger antiviraler Effektoren (z.B. IFNB) aufgrund der elF2o-

Phosphorylierung inhibiert ist (Arnaud et al. 2010).

elF2aLnicht
phosphoryliert

elF2 @ \
elF2A bzw. /’
elF5B @

elF2a HCV-IRES
phosphoryliert

Abbildung 4.3: Translations-Initiation an der HCV-RNA. Die Struktur der HCV-IRES vermittelt die direkte Bin-
dung der ribosomalen 40S-Untereinheit des 43S-Pra-Initiations-Komplexes an die HCV-RNA. Dies resultiert in
einer Konformationsénderung der 40S-Untereinheit, wodurch das Startcodon korrekt in der 40S-Untereinheit
positioniert wird. Der ribosomale scanning-Prozess ist somit nicht notwendig. Unter normalen physiologischen
Bedingungen rekrutiert der elF2-Komplex die Initiator-tRNA. Bei zellularem Stress, welcher die Phosphorylierung
von elF2-a induziert, gewahrleistet ein alternatives Initiator-tRNA-bindendes Protein (elF5B bzw. elF2A) die fort-
gesetzte Translation der HCV-RNA. Abbildung modifiziert nach (Jackson et al. 2010).

Neben der elF2a-vermittelten Translations-Inhibition wird die antivirale Wirkung der PKR
zusatzlich durch ihren Einfluss als Signal-transduzierendes Protein auf die Aktivitat verschie-
dener Transkriptionsfaktoren (IRF-1, NF-kB, STAT1) vermittelt, wodurch sie an der Induktion
der IFNB-Antwort und verschiedenen weiteren antiviralen Effekten beteiligt ist (Cuddihy et al.
1999, Kumar et al. 1997, Williams 1999, Wong et al. 1997, Zamanian-Daryoush et al. 2000).
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Die Rolle der PKR bei der HCV-induzierten Aktivierung von NF-kB soll in Kapitel 4.4 disku-
tiert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass die transiente Trans-
fektion von Huh7-Zellen mit den HCV- und BVDV-Replikons die Phosphorylierung von PKR
und elF2a induziert (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.3.7). Nur in den Zellen, in denen die jeweiligen
Replikons transient replizierten, konnte die Phosphorylierung von PKR und elF2a auch zum
Zeitpunkt der maximalen Replikation nachgewiesen werden (nicht bei replikationsdefizienten
Varianten). Dies deutet auf eine positive Korrelation zwischen der intrazellularen Quantitat
der viralen RNA und der Aktivierung der PKR hin.

In Ubereinstimmung mit diesen Resultaten konnte in anderen Studien die PKR-Aktivierung
sowohl nach Infektion verschiedener Huh7-Zelllinien mit dem JFH1-Virusstamm (Arnaud et
al. 2010, Arnaud et al. 2011, Garaigorta et al. 2009, Kang et al. 2009) als auch unter Ver-
wendung subgenomischer HCV-Replikons (Taylor et al. 2005, Wang et al. 2003) nachgewie-
sen werden. Interessanterweise konnte bereits gezeigt werden, dass in Analogie zu HCV
auch BVDV die Aktivierung der PKR, die Phosphorylierung von elF2a, die resultierende
Translations-Inhibition und die Aktivierung von NF-«B induziert (Gil et al. 2006, Schweizer et
al. 2001, Yamane et al. 2006). Des Weiteren wurde in mehreren Publikationen beschrieben,
dass der BVDV-Stamm, welchem das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete
BVDV-Replikon zugeordnet werden kann (BVDV-cp7/cp9, cp: cytopathic, Meyers et al.
1996), die Synthese der Typ I-Interferone induziert (Adler et al. 1997, Charleston et al. 2001,
Perler et al. 2000). Zudem wurde auch fiur das BVDV bereits ein Einfluss auf die VEGF-
Expression nachgewiesen (Bielefeldt-Ohmann et al. 2012).

Die cap-abhéngig translatierten viralen RNAs (WNV, Sindbis) induzierten hingegen weder
die Phosphorylierung von PKR, noch die von elF2a (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.3.7). Das
Sindbis-Virus ist ein Vertreter der zur Familie der Togaviridae zahlenden Alphaviren. Zahlrei-
che Studien belegen eine sehr effiziente Translations-Inhibition in mit dem Sindbis-Virus infi-
zierten Wirtszellen (Favre et al. 1996, Gorchakov et al. 2004, Ventoso et al. 2006). Daran
sind sowohl PKR-abhangige, als auch PKR-unabhangige Mechanismen beteiligt (Gorchakov
et al. 2004). Im Gegensatz zu den Flaviviridae werden bei den Alphaviren die Strukturprotei-
ne von einer subgenomischen RNA (sgRNA) translatiert, welche erst in spaten Stadien der
Infektion auftritt. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Infektionen mit dem
Sindbis-Virus zur Aktivierung der PKR und der fast vollstdndigen Phosphorylierung von
elF2a fuhren (Gorchakov et al. 2004, Ventoso et al. 2006). Ventoso et al. konnten zeigen,
dass die Translation der sgRNA gegeniber der elF2a-Phosphorylierung unempfindlich ist
und postulierten elF2A als alternatives Initiator-tRNA-bindendes Protein, welches die Trans-

lation der sgRNA ermdglicht (Ventoso et al. 2006) und auch fur das HCV vorgeschlagen
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wurde (Kim et al. 2011). Im Gegensatz zur sgRNA wird die Translation der genomischen
RNA, welche fur die Nichtstruktur-Proteine codiert, aufgrund der Phosphorylierung von elF2a
inhibiert (Ventoso et al. 2006). Auch unter Verwendung von Sindbis-Replikons, welche nicht
fur die viralen Strukturproteine codieren (keine subgenomische RNA), ist eine Inhibition der
zellularen Translation nachgewiesen worden. Interessanterweise wird diese jedoch Uber
PKR- und elF2a-unabhangige Mechanismen vermittelt (Frolov et al. 1994, Gorchakov et al.
2004). Es kann spekuliert werden, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine PKR- und
elF2a-Phosphorylierung detektiert werden konnte, da im Gegensatz zu den Studien von
Ventoso et al. (Infektion mit Sindbis, vollstandiges Genom) ein ausschlie3lich fur die
Nichtstrukturproteine codierendes Sindbis-Replikon verwendet wurde.

Die Aktivierung der PKR durch WNV-RNA wird kontrovers diskutiert (Courtney et al. 2012,
Elbahesh et al. 2011, Gilfoy et al. 2007). So zeigten Gilfroy et al., dass die PKR sowohl in
murinen, als auch in verschiedenen humanen Zellen an der WNV-induzierten Interferon-
Induktion beteiligt ist (Gilfoy et al. 2007). Im Gegensatz dazu beschrieben Elbahesh und Kol-
legen, dass die Infektion von Wirtszellen mit natirlich auftretenden WNV-Stammen nicht mit
der Aktivierung der PKR einhergeht. Sie postulierten, dass die virale RNA in vivo aufgrund
ihrer subzellularen Lokalisation vor der Erkennung durch die PKR geschutzt ist (Elbahesh et
al. 2011). In Ubereinstimmung damit schlugen Courtney und Kollegen eine direkte Korrelati-
on zwischen der Aktivierung der PKR und dem Ausmal’ der viralen RNA-Synthese zu frithen
Zeitpunkten der WNV-Infektion vor. Die Replikation des WNV erfolgt, wie auch die anderer
Vertreter der Flaviviridae in membrangebundenen Replikationskomplexen (den Boon et al.
2010a, den Boon et al. 2010b, Egger et al. 2002, Gosert et al. 2003, Hugle et al. 2001,
Lindenbach 2007, Miller et al. 2008). Courtney und Kollegen vermuteten, dass die anfanglich
relativ langsame virale Replikation bei natirlich auftretenden WNV-Stammen dazu fihrt,
dass zunéchst diese speziellen Membranstrukturen ausgebildet werden, in denen dann die
effiziente Replikation der viralen RNA erfolgt. Somit liegen zu keinem Zeitpunkt gréRere
Mengen viraler RNA im Cytoplasma der Wirtszelle vor, welche die PKR aktivieren kénnten.
Es ist jedoch anzumerken, dass auch die Replikation des HCV in membrangebundenen
Replikationskomplexen ablauft (El-Hage et al. 2003, Lindenbach 2007). Dass die HCV-RNA
dennoch die Aktivierung der PKR induziert, deutet darauf hin, dass weitere Faktoren dazu
fuhren, dass bei transienter WNV-Replikation keine PKR-Aktivierung detektiert werden konn-
te (siehe Kapitel 3.3.2).

Die bei der simultanen Transfektion des WNV-Replikons mit der HCV-mut-RNA bzw. der
vollstadndigen HCV-IRES beobachtete Aktivierung der PKR kann auf die Prasenz der HCV-
RNA zuriickgefiihrt werden und steht in Ubereinstimmung mit bereits publizierten Studien
(siehe Kapitel 3.3.6). So wurde die HCV-IRES bereits als entscheidendes PAMP beschrie-
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ben, welches die Aktivierung der PKR vermittelt (Arnaud et al. 2011, Shimoike et al. 2009,
Toroney et al. 2010) und somit an der Induktion der Interferon-Antwort beteiligt ist (Zhang et
al. 2013). Der Mechanismus der PKR-Aktivierung ist noch nicht vollstédndig geklart. Im We-
sentlichen werden derzeit zwei favorisierte Modelle diskutiert: das Auto-Inhibitions-Modell
und das Dimerisierungs-Modell (Cole 2007, Lemaire et al. 2008, Nanduri et al. 2000).

Wie bereits beschrieben, besteht die PKR strukturell aus einer regulatorischen dsRBD und
einer Kinase-Doméne. Gemal? dem Auto-Inhibitions-Modell liegt die PKR im inaktiven Zu-
stand in einer geschlossenen Konformation vor, in welcher die Kinase-Aktivitat durch Interak-
tionen der dsRBD und der Kinase-Domane inhibiert wird. Die Bindung an dsRNA induziert
eine Konformationsanderung, wodurch die Kinase-Domaéane aktiviert wird (Gelev et al. 2006,
Lemaire et al. 2008, Nanduri et al. 2000). Im Gegensatz dazu postuliert das Dimerisierungs-
Modell, dass die Dimerisierung der PKR fir ihre Aktivierung entscheidend ist. So resultiert
die raumliche Nahe mehrerer PKR-Molekiile durch Bindung an ein RNA-Molekul in der Akti-
vierung der Kinase-Aktivitat (Cole 2007, McKenna et al. 2007, Robertson et al. 1996).
Welche Bereiche der HCV-IRES die PKR-Aktivierung vermitteln, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. So lokalisierten Shimoike und Kollegen die PKR-Bindestelle innerhalb der HCV-
IRES bei den Domanen Ill und IV (Shimoike et al. 2009). Die Studien von Toroney et al. be-
statigten in einem in vitro PKR-Phosphorylierungs-Assay die Aktivierung der PKR durch die
Domanen IIl und IV der HCV-IRES, identifizierten jedoch die Domane Il als einen noch effizi-
enteren Aktivator der PKR (Toroney et al. 2010). Mittels footprinting-Analysen wurde die Bin-
destelle der PKR innerhalb des stem loops Il stromauf- und -abwarts einer ungepaarten Se-
quenz lokalisiert (nt 53-57, AACUA) (Abbildung 4.1).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine Aktivierung der PKR nur durch die vollstan-
dige HCV-IRES (SL1-4) induziert werden, nicht jedoch durch die kirzere SL1-3-RNA, ob-
gleich der stemloop Il auch in der SL1-3-RNA enthalten ist. Ein Vergleich dieser in cellulo-
Studien mit den erwahnten in vitro-Studien ist nur bedingt mdglich. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass unter in cellulo-Bedingungen der stem loop IV von besonderer Bedeutung
fur die PKR-Aktivierung ist. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass bei Deletion
des stem loop IV die native Sekundarstruktur der stem loops I-lll beeintrachtigt ist. Interes-
santerweise konnte gezeigt werden, dass die simultane Transfektion des WNV-Replikons mit
in vitro Transkripten, welche ausschlieZlich den stem loop Il oder die stem loops Il und IV
der HCV-IRES umfassen, die Stabilitdt der VEGF-A-mRNA nicht beeinflusst (personliche
Mitteilung, Fr. M.Sc. Aniseh Poshtgohian Madi, Mikrobielle Biotechnologie, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg). In weiterfihrenden Studien kann durch systematisches Mutie-
ren einzelner Sequenzbereiche der HCV-IRES naher charakterisiert werden, welche Berei-

che der HCV-IRES fir die Aktivierung der PKR unter in cellulo-Bedingungen essentiell sind.
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Auch bei der UE der konstitutiv aktiven Varianten von PKR und elF2a in der persistenten
HCV-Zelllinie (siehe Kapitel 3.3.5) ergaben sich Hinweise auf eine positive Korrelation zwi-
schen der Aktivierung der PKR und der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung. Allerdings erwies sich
die Phosphorylierung von elF2a nicht als hinreichend fur die Induktion der VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung. Zusatzlich zur elF2a-Phosphorylierung erscheint die Replikation einer viralen
RNA als eine essentielle Determinante, um diesen Effekt zu induzieren. Es konnte des Wei-
teren gezeigt werden, dass nicht die Aktivierung der PKR im speziellen, sondern die von ihr
vermittelte elF2a-Phosphorylierung fur die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA von Bedeutung
ist (siehe Kapitel 3.3.4, 3.3.5).

Wie bereits beschrieben, werden durch die Aktivierung von RIG | und PKR wichtige zellulare
Prozesse wie die Translation und die Genexpression entscheidend beeinflusst, was mit der
Induktion multipler Stress-Faktoren in den Zellen einhergeht. Die langerfristige Aktivierung
solch zentraler Signalkaskaden wirkt sich negativ auf die Vitalitat der Zellen aus und kann
letztlich zur Induktion der Apoptose fuhren (Benali-Furet et al. 2005, Gonzalez-Gallego et al.
2011, Kaufman 1999, Li et al. 2009, Nakagawa et al. 2000). Es ist deshalb von entscheiden-
der Bedeutung, dass fir die Signalkaskaden entsprechende Gegenregulationen bzw. Me-
chanismen zur Deaktivierung existieren. Im Kontext persistenter HCV-Infektionen ist dies
bereits eingehender untersucht worden. So beschrieben Ruggieri et al. in HCV-infizierten
Zellen eine oszillierende Aktivierung und Deaktivierung der PKR, welche mit der Phosphory-
lierung bzw. Dephosphorylierung von elF2o und der Assemblierung bzw. Disassemblierung
von Stress Granula korreliert. Sie beschrieben des Weiteren, dass an der Gegenregulation
der PKR-Aktivierung die erhdhte Expression von GADD34 (growth arrest and damage-
inducible protein 34) mafigeblich beteiligt ist. GADD34 reprasentiert die regulatorische Un-
tereinheit der Protein-Phosphatase 1, welche elF2a dephosphoryliert (Connor et al. 2001,
Novoa et al. 2001). Die Autoren postulieren, dass die Oszillation der PKR-Aktivierung und
die daraus resultierenden Phasen aktiver und inhibierter Translation eine entscheidende Rol-
le fur die Entwicklung persistenter HCV-Infektionen spielen.

Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels Microarray-Analyse bei transienter
HCV-Replikation in Huh7-Zellen eine um den Faktor 4 - 5 erhdhte GADD34-mRNA-Menge
(48 h p.t.; im Vergleich zu transient mit dem HCV-mut-Replikon transfizierten Zellen) nach-
gewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In der persistenten HCV-Zelllinie konnte keine er-
hohte GADD34-Transkriptmenge nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Es ist jedoch
anzumerken, dass die Protein-Phosphatase 1 neben GADD34 auch an eine andere regulato-
rische Untereinheit binden kann (phosphoprotein regulatory subunit 15B - PPP1R15B)
(Jousse et al. 2003). Im Gegensatz zu GADD34, welches nur unter zellularem Stress expri-

miert wird, wird PPP1R15B konstitutiv exprimiert (Jousse et al. 2003). Mittels Microarray-
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Analyse konnte eine erhthte PPP1R15B-Transkriptmenge in der persistenten HCV-Zelllinie
nachgewiesen werden (1,8 - 2,5fache Erhéhung im Vergleich zu transient mit dem HCV-mut-
Replikon transfizierten Zellen) (Daten nicht gezeigt). Bei transienter HCV-Replikation war die
PPP1R15B-Transkriptmenge (im Vergleich zu transient mit dem HCV-mut-Replikon trans-
fizierten Zellen) nicht erhéht (Daten nicht gezeigt).

Es konnte nicht geklart werden, welche genauen molekularen Mechanismen der fehlenden
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung in der persistenten HCV-Zelllinie zu Grunde liegen. Es wird
jedoch ein Zusammenhang mit der PKR-vermittelten Phosphorylierung von elF2a postuliert.
Obgleich diesbeziglich keine detaillierten Studien durchgefihrt wurden, erscheint es dabei
plausibel, dass in der persistenten HCV-Zelllinie eine dem von Ruggieri et al. beschriebenen

Mechanismus ahnliche Regulation der PKR-Aktivitat vorliegt.

4.3 Die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA steht
in Zusammenhang mit der Interferon B-Antwort

Die Aktivierung der zellularen Sensor-Proteine PKR und RIG | durch Bindung an virale RNA
fuhrt letztlich zu Induktion der Interferon B-Antwort (McAllister et al. 2009, McAllister et al.
2012, Yoneyama et al. 2004, Yoneyama et al. 2005, Yoneyama et al. 2007). RIG | besitzt
zwei N-terminale CARD-Domé&nen, welche nach ihrer Aktivierung die Signaltransduktion
durch Interaktion mit dem in der Mitochondrien-Membran lokalisierten MAVS (mitochondrial
anti-viral signaling protein) gewahrleisten. Im Folgenden werden mittels verschiedener Kina-
sen [IxB-kinase i - IKK; (IKK,, IKKg, IKK;), TANK-binding kinase 1 — TBK1] Transkriptionsfak-
toren (IRF-3, NF-xB, ATF-2/c-Jun) aktiviert, welche in den Nukleus translozieren und dort
durch Bindung an bestimmte Promotor-Elemente des IFNS-Gens dessen Transkription indu-
Zieren (Kawai et al. 2005, Seth et al. 2005, Yoneyama et al. 2007). Der Promotor des IFNS-
Gens enthélt verschiedene regulatorische Domanen, an welche jeweils bestimmte Transkrip-
tionsfaktoren binden konnen. Die Transkriptionsfaktoren binden kooperativ an den IFNg-
Promotor und bilden einen multimeren Protein-Komplex, welcher als IFNB-Enhanceosom
bezeichnet wird. Durch den speziellen Aufbau des IFNS-Promotors unterliegt die Transkripti-
ons-Aktivierung einem Synergie-Effekt. Dabei kann jeder der Transkriptionsfaktoren eine
basale Transkription des IFNS-Gens induzieren, aber bei gleichzeitiger Aktivierung aller
Transkriptionsfaktoren wird die Transkription Uberproportional gesteigert (Juang et al. 1998,
Merika et al. 1998, Thanos et al. 1995).

Es wurde gezeigt, dass die transiente Replikation des hier verwendeten HCV-Replikons,
nicht jedoch die des WNV-Replikons in Huh7-Zellen in einer deutlichen Erhéhung der IFN-

Transkriptmenge resultiert (siehe Kapitel 3.3.8.1). Diese Beobachtung war unerwartet, da in
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friheren Studien eine deutliche WNV-vermittelte IFNB-Induktion gezeigt werden konnte
(Cinatl et al. 2006, Fredericksen et al. 2004, Gilfoy et al. 2007, Scholle et al. 2005), wahrend
das HCV als relativ schwacher Induktor der IFNg-Transkription beschrieben wurde (Arnaud
et al. 2010, Mihm et al. 2004, Park et al. 2012). Die genomischen RNAs beider Viren kdnnen
prinzipiell als effiziente PAMPs fungieren, welche von zellularen Sensor-Proteinen wie PKR,
RIG | und TLRs erkannt werden, wodurch die angeborene Immunantwort der Zelle induziert
wird. Beide Viren haben jedoch unterschiedliche Strategien entwickelt, um die Immunabwehr
der Wirtszellen zu inhibieren (Keller et al. 2007). So konnte bereits fir mehrere der HCV-
Proteine (core, E2, NS3/4A, NS5A) gezeigt werden, dass sie mit der zellularen Immunant-
wort interferieren (Foy et al. 2003, Gale et al. 1997, Gale et al. 1998, Melen et al. 2004, Miller
et al. 2004, Taylor et al. 1999). Die immunmodulatorischen Effekte der HCV-Proteine E2 und
core kdnnen im Kontext der vorliegenden Arbeit jedoch vernachlassigt werden, da diese Pro-
teine von dem verwendeten HCV-Replikon nicht codiert werden. Die inhibitorische Wirkung
der NS3/4A-Protease beruht auf der Proteolyse des Adaptorproteins MAVS, welches die von
RIG | ausgehende Signaltransduktion vermittelt. Aufgrund der Proteolyse kénnen die Tran-
skriptionsfaktoren IRF-3 und NF-kB nicht mehr aktiviert werden, wodurch die Synthese der
Typ I-Interferone inhibiert wird. Das NS5A-Protein interagiert hingegen mit der PKR und inhi-
biert diese. Zusatzlich kann es den Interferon-induzierten JAK/STAT-Signalweg inhibieren
und Ubt einen modulatorischen Effekt auf verschiedene Zellzyklus-regulierende Gene aus
(Ghosh et al. 1999, Ghosh et al. 2000, Ghosh et al. 2003, Polyak et al. 1999). Der Einfluss
der von dem HCV-Replikon codierten viralen Proteine NS3/4A und NS5A auf die IFNp-
Antwort im Kontext der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung ist nicht untersucht wurden und kénnte
in spateren Studien charakterisiert werden.

Im Gegensatz zu HCV inhibiert das WNV den RIG I-Signalweg und die resultierende Syn-
these der Typ I-Interferone (o, B) nicht. Stattdessen wurde eine zeitliche Verzdgerung der
von den PRRs ausgehenden Signalkaskaden beschrieben, welche sich in friihen Stadien der
Infektion als vorteilhaft fur die virale Replikation erweist (Fredericksen et al. 2004). Dadurch
koénnen virale Proteine in den Wirtszellen akkumulieren, welche die antiviralen Mechanismen
der Typ I-Interferone inhibieren. In zahlreichen unabhangigen Studien konnte gezeigt wer-
den, dass das WNV verschiedene Komponenten der JAK/STAT-Signalkaskade inhibiert
(Guo et al. 2005, Liu et al. 2005, Lucas et al. 2003, Morrey et al. 2004, Munoz-Jordan et al.
2005). Die genauen Mechanismen und viralen Determinanten dieser Inhibition sind jedoch
noch nicht vollstandig aufgeklart. So wurde fir verschiedene WNV-Proteine (NS2A, NS2B,
NS4A, NS4B, NS5) eine immunsuppressive Funktion postuliert (Guo et al. 2005, Keller et al.
2006, Laurent-Rolle et al. 2010, Liu et al. 2005, Munoz-Jordan et al. 2005). Des Weiteren

unterscheidet sich die Fahigkeit zur Inhibition der Interferon-Antwort signifikant zwischen den
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verschiedenen naturlich auftretenden WNV-Stammen (Hussmann et al. 2013, Keller et al.
2006, Liu et al. 2006).

Die unterschiedlichen Mechanismen des HCV und WNV zur Inhibition der angeborenen Im-
munantwort der Wirtszellen erklaren auch ihre unterschiedliche Sensitivitét gegentber einer
Behandlung mit Typ I-Interferonen. Wahrend nach Etablierung einer WNV-Infektion die virale
Replikation resistent gegenuber IFNa ist (Keller et al. 2006, Lucas et al. 2003, Morrey et al.
2004), erweist sich das HCV als sensitiv gegentber diesem Interferon, weshalb es in der
Standard-Therapie fur HCV-infizierte Patienten verwendet wird (Frese et al. 2001, Guo et al.
2005, Palumbo 2009, Ross et al. 2004, Wiegand et al. 2006).

Uber die Ursachen, warum eine erhohte IFNB-Transkriptmenge als Folge der transienten
HCV-Replikation, nicht jedoch der WNV-Replikation beobachtet werden konnte, kann bisher
nur spekuliert werden. Da die IFNB-Induktion ausschlie3lich in Huh7-Zellen untersucht wur-
de, konnten Zelllinien-spezifische Adaptionen eine mdgliche Ursache darstellen. Um diese
Vermutung zu bestatigen, kénnte in spateren Studien untersucht werden, ob die WNV-
Replikation z.B. in HelLa- oder. Hek293T-REx'-Zellen einen Einfluss auf die IFNB-
Transkription ausubt.

Interessanterweise resultierte die UE von IFNB sowohl in der Huh7- als auch in der persis-
tenten HCV-Zelllinie in der Stabilisierung der VEGF-A-mRNA (siehe Kapitel 3.3.8.2). Dieser
posttranskriptionelle Effekt kann somit auch unabhangig von der Replikation einer viralen
RNA induziert werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass der IFNp-
induzierten und der HCV-induzierten Stabilisierung der VEGF-A-mRNA unterschiedliche Me-
chanismen zu Grunde liegen. Die Beteiligung der Sensor-Proteine PKR und RIG, sowie die
Bedeutung der HCV-IRES als PAMP bei der HCV-induzierten Stabilisierung der VEGF-A-
MRNA deuten jedoch auf einen Zusammenhang dieser mit der IFNB-Induktion hin. Aul3er-
dem konnte JAK1 als essentieller Faktor der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung
identifiziert werden. Da die Funktion von JAK1 in der Transduktion von Signalen ausgehend
vom IFNAR liegt, deutet dies darauf hin, dass die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung abhangig von der JAK/STAT-Signalkaskade ist. Auf welche Weise diese Sig-
nalkaskade die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA vermittelt, konnte bisher noch nicht aufge-
klart werden. Wie bereits erwéahnt, kann die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs die Ex-
pression zahlreicher Gene beeinflussen. Diese umfassen unter anderem Proteine, fir welche
bereits eine antivirale Wirkung nachgewiesen wurde (Mx-Proteine, RNaselL, OAS, PKR, di-
verse ISG-Proteine), sowie Transkriptionsfaktoren (z.B. IRF-7) und PRRs [z.B. PKR, RIG I,
TLR3; (de Veer et al. 2001, Thomis et al. 1992)], welche Uber positive Ruckkopplungs-
Schleifen die IFN-Antwort amplifizieren kdnnen (Marie et al. 1998, Sato et al. 1998, Sato et
al. 2000). Uber die immense Vielfalt an verschiedenen Genen, deren Transkription tiber den
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JAK/STAT-Signalweg verandert werden kann, kdnnen aber auch viele weitere zellulare Me-
chanismen wie Zellproliferation, Entwicklung, Differenzierung, Apoptose, Hamatopoese und
Migration beeinflusst werden. Um aufzuklaren, ob die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA
durch eines der von IFNp induzierten Gene vermittelt wird, ware es vorteilhaft, den molekula-
ren Mechanismus der Stabilisierung zu charakterisieren. Als plausibel erscheinen eine direk-
te Interaktion der mRNA mit einem oder mehreren RNA-bindenden Proteinen und/oder eine
veranderte subzellulare Lokalisierung der mRNA innerhalb protektiver Kompartimente, wel-
che den Zugang der zellularen Degradationsmaschinerie zu der mRNA limitieren.

Eine weitere Erklarungsmdoglichkeit ergibt sich aus einer Besonderheit der VEGF-A-mRNA.
Sie ist durch eine auRergewdhnlich lange 5"UTR charakterisiert, welche zwei separate IRES-
Elemente enthalt (Akiri et al. 1998, Huez et al. 1998, Huez et al. 2001, Stein et al. 1998).
Diese urspringlich in viralen RNAs entdeckten RNA-Strukturen, wurden bereits flr zahlrei-
che zellulare mMRNAs beschrieben (Komar et al. 2005, Komar et al. 2011). Viele dieser
MRNAs sind Schlisselkomponenten zentraler zellularer Mechanismen wie Stress-Antworten,
Zell-Uberleben, Proliferation und Apoptose (Komar et al. 2011). Deshalb ist ihre Expression
haufig einer strikten und komplexen Regulation unterworfen. Unter normalen physiologi-
schen Bedingungen, unter denen eine effiziente cap-abhangige Translation ablauft, werden
solche IRES-haltigen mRNAs haufig nur ineffizient translatiert, da die au3ergewdhnlich lan-
gen und oft hoch strukturierten 5"UTRs mit dem ribosomalen scanning interferieren (Park et
al. 2005). Unter verschiedenen zellularen Stress-Bedingungen, welche mit der Inhibition der
cap-abhangigen Translations-Initiation einhergehen, vermitteln diese IRES-Elemente jedoch
eine effiziente Translation der entsprechenden mRNAs (Graber et al. 2007, Komar et al.
2011, Lewis et al. 2008, Spriggs et al. 2008). Es wird angenommen, dass unter solchen Be-
dingungen die IRES-vermittelte Translation dieser zellularen mRNAs eine entscheidende
Rolle fur die Entscheidung des weiteren Zell-Schicksals spielt (Komar et al. 2005, Komar et
al. 2011). Da unter dem Einfluss der transienten HCV-Replikation die Aktivierung der PKR,
sowie die Phosphorylierung von elF2a demonstriert werden konnte, kann spekuliert werden,
dass unter diesen Bedingungen Transkripte wie die VEGF-A-mRNA aufgrund der enthalte-
nen IRES-Elemente verstarkt translatiert werden. Obwohl die elF2o-Phosphorylierung gene-
rell sowohl die cap-abhangige, als auch die IRES-abhangige Translation inhibiert, wurden
neben diversen viralen RNAs auch zellulare Transkripte identifiziert, deren Translation die-
sem Mechanismus gegenuber unempfindlich ist (Braunstein et al. 2007, Ramirez-Valle et al.
2008, Silvera et al. 2009a, Silvera et al. 2009b, Thakor et al. 2012). Zu diesen Transkripten
gehdren z.B. die XIAP-mRNA (X-linked inhibitor of apoptosis), die p120-Catenin-mRNA und
die VEGF-mRNA (Silvera et al. 2009a, Silvera et al. 2009b). Anhand von Studien, welche am
Beispiel der XIAP-mRNA durchgefiihrt wurden, wird postuliert, dass die fortgesetzte IRES-
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mediierte Translation einiger zellularer Transkripte bei Phosphorylierung von elF2a mittels
eines Mechanismus erfolgt, welcher (&hnlich wie im Falle der HCV-RNA) durch elF5B vermit-
telt wird (Pestova et al. 2008, Terenin et al. 2008, Thakor et al. 2012). In Analogie zur HCV-
IRES, scheint auch die XIAP-IRES die korrekte Positionierung der ribosomalen Untereinheit
in der Nahe des AUG-Startcodons zu vermitteln, sodass der scanning-Prozess entfallt. Als
Initiator-tRNA-bindendes Protein alternativ zum elF2-Komplex fungiert elF5B (Thakor et al.
2012) (Abbildung 4.3). Fir verschiedene andere IRES-enthaltende zellulare Transkripte wur-
de hingegen beschrieben, dass sie nicht Gber den postulierten elF2a-unabhéngigen, elF5B-
vermittelten Mechanismus translatiert werden kénnen [z.B. CIAP1 (cellular inhibitor of apop-
tosis 1), Bcl-xL (B-cell ymphoma-extra large)] (Thakor et al. 2012).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die HCV-induzierte Stabilisierung zellularer mRNAs
keinen fir die VEGF-A-mRNA spezifischen Effekt darstellt. Im Zuge der dazu durchgefihrten
Studien wurde der Einfluss der HCV-Replikation auf die Degradation mehrerer IRES-
enthaltender zellularer mMRNAs untersucht. Dabei wiesen einige der Transkripte als Folge der
HCV-Replikation (analog zur VEGF-A-mRNA) eine erhdhte Stabilitat auf. Interessanterweise
war eines dieser Transkripte die XIAP-mRNA. Die Degradation anderer Transkripte wurde
hingegen nicht durch die HCV-Replikation beeinflusst (z.B. NRF: NF-kB repressing factor,
Cyr61: cysteine-rich angiogenic inducer 61, Piml: proto-oncogen serine/threonin-protein
kinase, Fr. Dipl. Biol. Winkler, Fr. M.Sc. Aniseh Poshtgohian Madi; Mikrobielle Biotechnolo-
gie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg). Da nicht alle IRES-haltigen mRNAs auf-
grund der HCV-Replikation eine erhdhte Stabilitat aufweisen, kann geschlussfolgert werden,
dass die HCV-induzierte Stabilisierung zellularer mRNAs selektiv erfolgt. Die Grundlage die-
ser Spezifitdt ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen (siehe Kapitel 5). Dabei wird zu-
nachst die Hypothese adressiert, ob (wie im Fall der VEGF-A- und der XIAP-mRNA) eine
Korrelation zwischen der HCV-induzierten Stabilisierung der Transkripte und deren fortge-
setzter Translation bei Phosphorylierung von elF2a besteht.

Die verstarkte Assoziation einer mRNA mit der zelluldren Translationsmaschinerie kdnnte
den Zugang RNA-degradierender Enzyme einschranken und somit erklaren, warum auf-
grund der HCV-Replikation ein grofRerer Anteil der hier untersuchten VEGF-A-mRNA vor
Abbau geschitzt ist. Es kann angenommen werden, dass die verstarkte Translation der
VEGF-A-mRNA in einer erhohten intrazellularen bzw. sekretierten VEGF-A-Proteinmenge
resultiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit verschiedenen Publikationen, welche eine er-
hohte VEGF-Expression unter dem Einfluss von HCV beschrieben (Abe et al. 2012, Hassan
et al. 2009, Nasimuzzaman et al. 2007, Ripoli et al. 2010). Auch in den Studien von Fr. Dipl.
Biol. Winkler konnte eine erhdhte VEGF-A-Protein-Menge im Kulturiiberstand von transient

und persistent mit dem HCV-Replikon transfizierten Huh7-Zellen demonstriert werden (*). Es

99



Diskussion

muss jedoch beachtet werden, dass auch die Quantitat der VEGF-A-mRNA in diesen Zellen
erhoht ist, was entweder auf die erhohte Stabilitat der mMRNA oder auf eine Transkriptionsin-
duktion zurtickgefuhrt werden kann. Da anhand der durchgefuhrten Studien zwischen diesen
Einflussfaktoren nicht diskriminiert werden kann, wird darauf verzichtet, diesen Aspekt zu
diskutieren. Es ist durchaus denkbar, dass die beobachtete erhohte VEGF-A-Proteinmenge
aus einer Kombination all dieser Faktoren resultiert.

Ob ein Zusammenhang zwischen der Translation und der Stabilitdt einer mMRNA besteht, ist
derzeit noch nicht aufgeklart. In den bisher durchgefuhrten Studien, welche eine mdgliche
Korrelation adressierten, konnten sowohl Transkripte identifiziert werden, deren Stabilitat
aufgrund aktiver Translation erhoht ist, als auch solche, deren Stabilitat aufgrund der Trans-
lation verringert, oder unbeeinflusst ist (Kawai et al. 2004). So beschrieben Kawai et al., dass
die Inhibition der Translation verschiedener mMRNAs eher einen negativen Einfluss auf deren
Stabilitat austibt (Kawai et al. 2004). In Ubereinstimmung damit, zeigten Aharon et al. und
Curatola etal. am Beispiel des ARE des GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), dass die Translation von Transkripten, welche dieses ARE enthalten, de-
ren rasche Degradation initiiert (Aharon et al. 1993, Curatola et al. 1995). ARE-Motive kom-
men in der 3'UTR zahlreicher zellularer mRNAs vor und sind charakteristisch fur instabile
RNAs. Diese codieren haufig fur Proteine, die in zentrale Prozesse wie Proliferation, Stress-
Antwort und Immunantwort involviert sind. Uber die kurze Halbwertszeit dieser Transkripte
wird eine schnelle Reaktionsfahigkeit der Zelle auf veranderte Umweltbedingungen ermaog-
licht (von Roretz et al. 2011). Im Gegensatz zum ARE des GM-CSF hat die Translation von
Transkripten, welche das ARE der c-fos-mRNA (cellular FBJ murine osteosarcoma viral on-
cogene homolog) enthalten, keinen Einfluss auf deren Stabilitat (Koeller et al. 1991). Fir
andere mRNAs, z.B. die CAT-1- (cationic amino acid transporter-1), die GLUT-1- (glucose
transporter-1) und die NEFM-mRNA (neurofilament M) konnte eine erhdhte Transkriptstabili-
tat bei verstarkter Translation beobachtet werden (Antic et al. 1999, Aulak et al. 1999, Jain et
al. 1997, Yaman et al. 2003). Kawai et al. postulierten, dass die wahrscheinlichste Ursache
fur diese unterschiedlichen Beobachtungen das Zusammenwirken verschiedener Kompo-
nenten darstellt, welche in Abhangigkeit verschiedener Faktoren wie Zelltyp, Umweltbedin-
gungen, die beteiligten RBPs und die Transkriptsequenz in unterschiedlichen Einflissen auf
die mMRNA-Stabilitat resultieren (Kawai et al. 2004).

Ob ein Zusammenhang zwischen der HCV-induzierten Stabilisierung der VEGF-A-mRNA
und der Translation dieses Transkripts besteht, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht aufgeklart werden. Fir die biologische Relevanz der HCV-induzierten Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA ist dies jedoch von entscheidender Bedeutung, weshalb dies einen Gegen-

stand gegenwartiger Untersuchungen darstellt (siehe Kapitel 5).
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4.4 Die Rolle von TIA-1 fur die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung

TIA-1 (spezifischer TIA-1vl) wurde in friheren Studien als essentieller Faktor fur die HCV-
induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung identifiziert (*). TIA-1 ist ein RBP, welches in multip-
le zellulare Prozesse wie mRNA-SpleiRen, -Degradation und -Translation, sowie Metabolis-
mus und Stress-Antwort involviert ist. Es besitzt drei N-terminale RRMs (RNA recognition
motifs) und eine C-terminale Glutamin/Asparagin-reiche PR-Doméne (prion-related). Die PR-
Domaéne ist charakterisiert durch ihre Fahigkeit zur Selbst-Oligomerisierung und vermittelt die
Assemblierung der SGs (Kedersha et al. 1999, Tian et al. 1991) (siehe Kapitel 1.4). In hu-
manen Zellen existieren zwei Isoformen von TIA-1, welche durch alternatives Splei3en gene-
riert werden (Beck et al. 1996, Kawakami et al. 1994). Dabei ist ein in der kiirzeren Isoform
(TIA-1vl) vorkommendes Asparagin innerhalb der RRM2 in der kanonischen, langeren Iso-

form (TIA-1vll) durch ein 12 Aminosauren umfassendes Insert ersetzt (Abbildung 4.4).

SSTVVSTQRSQD

N/

TIA-1

RRMA1 RRM2 RRM3 Glutamin-reiche
Domiane

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des TIA-1-Proteins. TIA-1 enthélt drei RRMS, sowie eine Glutamin-
reiche Doméne. In humanen Zellen existieren zwei Isoformen von TIA-1. Die kanonische, langere Variante ist
durch ein 12 Aminosauren umfassendes Insert in der RRM2 charakterisiert, welches ein an dieser Stelle in der
kurzeren Isoform lokalisiertes Asparagin ersetzt. Die Aminoséure-Sequenz dieses Inserts ist entsprechend des
Aminosaurecodes angegeben. Abbildung modifiziert nach (Anderson et al. 2002).

Die RRMs weisen unterschiedliche Bindespezifitdten fir RNA auf. In in vitro-Studien konnte
fur das RRM1 keinerlei RNA-Bindung nachgewiesen werden. Wahrend das RRM3 RNA oh-
ne jede Sequenzspezifitdt zu binden scheint, bindet das RRM2 hingegen bevorzugt an Uri-
din-reiche Sequenzen (Dember et al. 1996). Uridin-reiche Sequenzen sind haufig Bestandteil
von regulatorischen ARE-Motiven (vgl. Kapitel 4.3). Des Weiteren wurde eine gemeinsame
Konsensus-Sequenz der von TIA-1 gebundenden Transkripte postuliert (Lopez de Silanes et
al. 2005). Fur die beiden in humanen Zellen existierenden Isoformen des TIA-1 wurden be-
reits unterschiedliche Bindungsspezifititen und Funktionen vorgeschlagen (Forch et al.
2002, Izquierdo et al. 2007, Le Guiner et al. 2001). So beschrieben z.B. Izquierdo und Kolle-

gen, dass TIA-1vll eine hohere SpleiR-Aktivitat aufweist als TIA-1vl. In den meisten bisher
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durchgefuhrten Studien wird jedoch nicht zwischen den beiden Isoformen des TIA-1 unter-
schieden.

Bei der Charakterisierung der Funktion von TIA-1 fir die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung erschien es zunachst plausibel, dass TIA-1 als RNA-bindendes Protein durch
eine direkte Interaktion mit der VEGF-A-mRNA diese vor Degradation schiitzt. Dass die
VEGF-A-mRNA von TIA-1 gebunden werden kann, ist bereits in anderen Studien beschrie-
ben worden (Hamdollah Zadeh et al. 2015, Suswam et al. 2005). In Ubereinstimmung damit
konnte eine Interaktion von TIA-1 mit der VEGF-A-mRNA in vitro beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Hierzu wurden die beiden Isoformen TIA-1vl und TIA-1vll heterolog in E. coli
exprimiert und chromatographisch gereinigt (PD Dr. Ralph Golbik und Fr. M.Sc. Aniseh Pos-
htgohian Madi, Mikrobielle Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg).
Durch RNA-Protein-Interaktionsstudien mit beiden Isoformen und drei verschiedenen RNA-
Substraten (humane VEGF-A-mRNA-5"UTR, humane VEGF-A-mRNA-3"UTR, Negativkon-
trolle: GFP-mRNA,; siehe Kapitel 8.3) konnte gezeigt werden, dass beide TIA-1-Isoformen in
der Lage sind, spezifisch an die VEGF-A-mRNA-UTRs (5"UTR und 3'UTR) zu binden. Eine
abschlieRende Erklarung fur die Beteiligung von TIA-1 an der HCV-induzierten VEGF-A-
MRNA-Stabilisierung konnte Uber die in vitro RNA-Protein-Interaktionsstudien jedoch nicht
ermittelt werden.

In friheren Studien konnte bereits ausgeschlossen werden, dass die HCV-induzierte Stabili-
sierung der VEGF-A-mRNA von der Assemblierung von Stress Granula (siehe Kapitel 1.4)
abhangig ist (*). Dies steht in Ubereinstimmung mit anderen Studien. Urspriinglich wurde
angenommen, dass Stress Granula essentiell fir die Inhibition der mRNA-Translation und
entscheidend an der Regulation der mRNA-Degradation beteiligt sind. Neuere Befunde deu-
ten jedoch darauf hin, dass die Regulation beider Prozesse weitgehend unabhangig von der
Prasenz von Stress Granula ist (Bley et al. 2015, Mokas et al. 2009). Stattdessen scheint die
Interaktion zellularer Transkripte mit verschiedenen RBPs in Form von mRNPs (messenger
ribonucleoprotein) fur das weitere Schicksal der mRNAs von entscheidender Bedeutung zu
sein (Bley et al. 2015). Diese mMRNPs konnen sich dynamisch zwischen SGs, dem Cyto-
plasma und translatierenden Polysomen bewegen (Anderson et al. 2009, Bley et al. 2015,
Kedersha et al. 2000, Kedersha et al. 2005).

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten weisen darauf hin, dass TIA-1 an der HCV-induzierten
Transkriptionsinduktion von IFNg beteiligt ist (sieche Kapitel 3.4.2). Da die Beteiligung von
TIA-1 an der viral induzierten IFNS-Transkription bisher nicht beschrieben wurde, repréasen-
tiert dies einen neuen Befund. Im Kontext bereits publizierter Studien wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Rolle von TIA-1 bei der HCV-induzierten IFNB-Induktion durch NF-xB

vermittelt wird (siehe Kapitel 3.4.3). In den auf Grundlage dieser Hypothese durchgefihrten
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Studien wurde beobachtet, dass die transiente HCV-Replikation in einer verringerten cyto-
plasmatischen IkB-o-Menge und einer erhdhten nukledren NF-kxB-Menge resultiert (siehe
Kapitel 3.4.3). Dies steht in Ubereinstimmung mit frilheren Arbeiten, in welchen eine Aktivie-
rung des NF-«B-Signalwegs durch HCV beschrieben wurde (Gong et al. 2001, Kanda et al.
2006, Oem et al. 2008, Tai et al. 2000). Allerdings konnte im Gegensatz zu den Resultaten
der vorliegenden Arbeit auch fir WNV bereits eine NF-kB-Aktivierung demonstriert werden
(Cheng et al. 2004, Kesson et al. 2002, Kesson et al. 2001). Uber die Ursache dieser unter-
schiedlichen Beobachtungen kann wie auch im Falle der IFNB-Induktion nur spekuliert wer-
den. Die wahrscheinlichste Erklarung stellen Unterschiede der experimentellen Bedingungen
dar (verwendete Zelllinie, Infektion oder Transfektion der Zellen mit WNV, Virusstamm). Da
NF-kB jedoch, wie bereits erwahnt, einen Transkriptionsfaktor von IFNP représentiert, ist es
durchaus denkbar, dass eine Korrelation zwischen dem inaktiven NF-kB-Signalweg und dem
Fehlen der IFNB-Induktion bei transienter WNV-Replikation besteht (siehe Kapitel 3.3.2,
3.3.8.1). Des Weiteren ist anzumerken, dass die HCV-induzierten Veranderungen der cyto-
plasmatischen IkB-a-Menge und der nukledren NF-kB-Menge von eher geringem Ausmalfd
waren. Aufgrund des Synergie-Effektes, dem der IFNg-Promotor unterliegt, erscheint es je-
doch plausibel, dass eine geringflgig erhéhte NF-kB-Aktivitdt in einer Uberproportionalen
Steigerung der IFNS-Transkription resultiert.

Fur die HCV-induzierte Aktivierung des NF-kB-Signalwegs erwies sich die PKR als entschei-
dend (siehe Kapitel 3.4.3). In Ubereinstimmung damit wurde in verschiedenen Studien be-
schrieben, dass die PKR Uber einen von NF-xB vermittelten Weg an der IFNB-Induktion be-
teiligt ist. Der Mechanismus, Uber den die PKR den NF-kB-Signalweg beeinflusst, wird je-
doch noch kontrovers diskutiert. So wurde zum einen beschrieben, dass die Kinase-Aktivitat
der PKR die NF-kB-Aktivierung begunstigt, jedoch nicht essentiell fur diese ist (Bonnet et al.
2000, Chu et al. 1999, Zamanian-Daryoush et al. 2000). Zum anderen existieren Studien, in
welchen dargelegt wird, dass die PKR-abhangige NF-xB-Aktivierung durch die Phosphorylie-
rung der lkB-Proteine vermittelt wird (Kumar et al. 1994). Eine entscheidende Rolle der PKR-
Kinase-Aktivitat wurde zudem in Publikationen postuliert, in denen der Einfluss der PKR auf
den NF-«xB-Signalweg auf die PKR-induzierte Translations-Inhibition zuriickgefuhrt wird. Dies
resultiert als Folge einer verringerten cytoplasmatischen IkB-Konzentration in einer gestei-
gerten Quantitat an freiem NF-xB (Deng et al. 2004, McAllister et al. 2012).

Neben PKR scheint auch TIA-1 an der HCV-induzierten Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
beteiligt zu sein (siehe Kapitel 3.4.3). Dabei ware es zum einen mdglich, dass der Einfluss
beider Proteine auf die NF-kB-Aktivierung tber unabhéngige Signalwege vermittelt wird oder

dass sie Komponenten derselben Signalkaskade reprasentieren. Durch Uberexpressions-
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studien konnte gezeigt werden, dass spezifisch die TIA-1vl-Isoform an der Aktivierung des
NF-xB-Signalwegs beteiligt ist (siehe Kapitel 3.4.3). Interessanterweise korrelierte die UE
beider TIA-1-Isoformen in der persistenten HCV-Zelllinie mit einer erhéhten zellularen IFN-
Transkriptmenge (Referenz: unbehandelte Zellen der persistenten HCV-Zelllinie) (Daten
nicht gezeigt). Dieser Effekt war jedoch bei UE der TIA-1vl-Isoform deutlich starker ausge-
pragt als bei UE der TIA-1vil-Isoform. Ob die durch UE der TIAl-Isoformen erhohte IFNB-
MRNA-Menge eine direkte Folge der NF-kB-Aktivierung darstellt, wurde nicht Gberprift. Eine
Beteiligung von TIA-1 an der Regulation des NF-kB-Signalwegs im Rahmen der antiviralen
Immunantwort wurde bisher nicht beschrieben und reprasentiert somit eine neu identifizierte
Funktion des TIA-1. In weiterfihrenden Studien kdonnte die Bedeutung von NF-xB fur die
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung naher charakterisiert werden. So koénnte die NF-xB-
Aktivierung z.B. mittels spezifischer Inhibitoren oder der Expression entsprechend mutierter
IkB-a-Varianten inhibiert werden (Gilmore et al. 2006, Jobin et al. 1998, Van Antwerp et al.
1996, Wang et al. 1996). Dabei wére der Einfluss dieser Inhibition auf die VEGF-A-mRNA-
Stabilitat sowohl in Zellen, in denen das HCV-Replikon transient repliziert, als auch in der
persistenten HCV-Zelllinie nach UE von TIA-1vl von Interesse.

TIA-1 ist bei transienter HCV-Replikation weder Uber eine Regulation der Gesamtmenge der
IxB-a-mRNA noch deren Degradation an der Aktivierung des NF-xB-Signalwegs beteiligt
(siehe Kapitel 3.4.3.1). Ein Einfluss von TIA-1 auf die IkB-a-mRNA erschien zunachst plausi-
bel, da die 3’'UTR der humanen IkB-a-mRNA drei Motive des Pentanukleotids AUUUA ent-
halt, welches charakteristisch fur die bereits erwahnten ARES ist, welche unter anderem von
TIA-1 gebunden werden. Auch die Degradation von IkB-a scheint nicht durch TIA-1 reguliert
zu werden (siehe Kapitel 3.4.3.2). Es wurden jedoch Indikationen erhalten, dass TIA-1 bei
transienter HCV-Replikation die IxB-a-Translation inhibiert (siehe Kapitel 3.4.3.3). Dies steht
in Ubereinstimmung mit der fur TIA-1 publizierten Funktion als Translations-Repressor (Avni
et al. 1994, Cok et al. 2003, Damgaard et al. 2011, Kawai et al. 2006, Lopez de Silanes et al.
2005, Mazan-Mamczarz et al. 2006, Piecyk et al. 2000). In den meisten Studien wird die in-
hibitorische Wirkung von TIA-1 auf die Translation im Zusammenhang mit der Assemblierung
von Stress Granula beschrieben (Anderson et al. 2002, Kedersha et al. 1999, Kedersha et al.
2000a, Kedersha et al. 2002b). Am Beispiel mehrerer ARE-enthaltender mRNAs [z.B.: tumor
necrosis factor-¢, cyclooxygenase 2 (COX-2), Cytochrom c] wurde die Funktion von TIA-1
als spezifischer Translations-Repressor bereits untersucht (Cok et al. 2003, Kawai et al.
2006, Lopez de Silanes et al. 2005, Piecyk et al. 2000). An der Regulation der Translation
der Cytochrom c-mRNA ist neben TIA-1 auch HuR beteiligt. Beide Proteine binden nicht-

kompetitiv an unterschiedliche Bereiche der mRNA (auch in Abwesenheit von zellularem
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Stress). Wahrend HuR die Translation der Cytochrom c-mRNA stimuliert, hat TIAL eine inhi-
bitorische Wirkung auf deren Translation (Kawai et al. 2006). Kawai et al. konnten zeigen,
dass unter ER-Stress das Gleichgewicht der antagonistischen Wirkung von TIA-1 und HuR
auf die Translation der Cytochrom c-mRNA beeinflusst wird. So ist die Interaktion von HUR
mit der Cytochrom c-mRNA unter ER-Stress reduziert, wahrend die Bindung von TIA-1 an
die Cytochrom c-mRNA durch ER-Stress nicht beeinflusst wird. Dadurch Uberwiegt die
Translations-reprimierende Wirkung des TIA-1 auf die Cytochrom c-mRNA. Es wurde eben-
falls bereits spekuliert, dass TIA-1 auch unabhangig von Stress als Translations-Inhibitor
fungieren kann (Lopez de Silanes et al. 2005). Der molekulare Mechanismus dieser Transla-
tions-Inhibition ist jedoch noch unbekannt.

Eine Beteiligung von TIA-1 an der Regulation der IxkB-a-Translation wurde nur unter dem
Einfluss der HCV-Replikation nachgewiesen (siehe Kapitel 3.4.3.3). In weiterflihrenden Stu-
dien soll untersucht werden, ob TIA-1 auch unter anderen zellularen Stress-Bedingungen
einen Einfluss auf IxB-o-Translation ausiibt. Des Weiteren ist von Interesse, ob die beobach-
tete Translations-Inhibition einen fir die 1kB-a-mRNA spezifischen Effekt darstellt, oder auf
die generelle HCV-induzierte Inhibition der zellularen Translation zurtickzufiihren ist. Zu die-
sem Zweck sollen Reporter-Konstrukte generiert werden, in welchen der regulatorische Ein-
fluss der UTRs verschiedener zellularer RNAs untersucht werden kann. Dabei erscheinen
Aspekte wie der Einfluss von IRES-Elementen und ARE-Motiven in den jeweiligen UTRs auf

die Translation von besonderem Interesse.

4.5 Die Regulation der VEGF-A-Expression

Den zentralen Gegenstand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen stellte die
Degradation der VEGF-A-mRNA dar. Es erwies sich als entscheidend, ob bei der Berech-
nung der VEGF-A-mRNA-Halbwertszeit eine vollstéandige oder eine unvollstandige Degrada-
tion der VEGF-A-mRNA zu Grunde gelegt wird. In vorangegangenen Studien, welche den
Einfluss von Hypoxie auf die VEGF-A-mRNA-Degradation untersuchten, wurde die Halb-
wertszeit unter der Annahme einer vollstandigen Degradation ermittelt (Dibbens et al. 1999,
Ikeda et al. 1995, Levy et al. 1996, Stein et al. 1995, von Marschall et al. 2001). Die entspre-
chend dieses Berechnungsmodells ermittelte Halbwertszeit der VEGF-A-mRNA in naiven
Huh7-Zellen steht in Ubereinstimmung mit den Resultaten anderer Studien mit humanen
Hepatom-Zelllinien (ca. 120 min) (von Marschall et al. 2001). Gemalf diesem Modell erhéhte
die transiente HCV-Replikation in Huh7-Zellen die VEGF-A-mRNA-Halbwertszeit etwa um
den Faktor 2 (im Vergleich zu naiven Huh7-Zellen) (siehe Kapitel 3.2). Es wurden zudem
weitere virale RNAs identifiziert, welche eine analoge Erhthung der VEGF-A-mRNA-

Halbwertszeit induzieren kénnen (siehe Kapitel 4.1 und 8.4). Da jedoch beobachtet wurde,
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dass die VEGF-A-mRNA unter den gewahlten experimentellen Bedingungen keiner vollstan-
digen Degradation unterliegt, wird die Berechnung der VEGF-A-mRNA-Halbwertszeit unter
Beachtung der unvollstandigen Degradation préaferiert. Entsprechend dieses Modells beein-
flusst die HCV-Replikation nicht die Halbwertszeit der VEGF-A-mRNA, sondern reduziert
offenbar den Anteil der VEGF-A-mRNA, welcher degradiert werden kann.

Die VEGF-A-Expression ist unter dem Einfluss von Hypoxie bereits eingehend untersucht
worden. Die humane VEGF-A-mRNA wird von einer ca. 1000 nt langen 5’"UTR und einer ca.
2000 nt langen 3'UTR flankiert. Sowohl in den UTRs, als auch innerhalb des VEGF-A-
MRNA-ORFs wurden RNA-Elemente identifiziert, welche die Stabilitat der VEGF-A-mRNA
regulieren. Zu den wohl wichtigsten dieser RNA-Elemente zahlen mehrere AREs (adenosi-
ne-uridine-rich element), die 126 nt lange hypoxia stability region (HSR), sowie das VEGF
regulatory segment (VRS), welche in der 3’"UTR lokalisiert sind. Interessanterweise erfordert
die Hypoxie-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA die Kooperation von RNA-
Elementen aus allen drei Regionen der RNA (5"UTR, ORF, 3'UTR). Zu den bereits identifi-
zierten VEGF-A-mRNA-stabilisierenden trans-agierenden Faktoren gehéren hnRNP L (hete-
rogeneous ribonucleoprotein) (Shih et al. 1999), HuR (Levy 1998), MDM2 (murine double
minute 2) (Zhou et al. 2011), NF90 (nuclear factor 90) (Vumbaca et al. 2008) und PAIP2 (po-
ly(A) binding protein interacting protein 2) (Onesto et al. 2004, Onesto et al. 2006). Deshalb
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss einiger dieser Proteine auf die HCV-
induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung untersucht. Zu diesem Zweck wurden hnRNP L,
HuR, MDM2 und PAIP2 mittels spezifischer siRNAs depletiert und die Zellen anschliel3end
mit dem HCV-Replikon transfiziert. Es konnte jedoch fir keines der Proteine ein Einfluss auf
die HCV-induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt).

4.6 Modell der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung

Anhand der erhaltenen Ergebnisse, wird folgendes Modell postuliert, um die HCV-induzierte
Signalkaskade zu erklaren, welche in der Stabilisierung der VEGF-A-mRNA resultiert:

Die intrazellulare Prasenz der HCV-RNA wird Uber die cytoplasmatischen Sensor-Proteine
RIG | und PKR detektiert. Dabei erfolgt die Aktivierung von RIG | wahrscheinlich aufgrund
der bereits identifizierten PAMPs in der 5°- und 3"UTR der HCV-RNA (Hornung et al. 2006,
Pichlmair et al. 2006, Schmidt et al. 2009, Schnell et al. 2012, Yoneyama et al. 2004). Es
wird postuliert, dass aufRerdem die virale IRES als entscheidende molekulare Determinante
der viral-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung fungiert. Sie reprasentiert ein PAMP, wel-
ches die Aktivierung der PKR und die nachfolgende Phosphorylierung von elF2a induziert

(Arnaud et al. 2011, Shimoike et al. 2009, Toroney et al. 2010). Im Gegensatz zu der tran-
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sienten HCV-Replikation induzierte die WNV-Replikation unter den gewahlten experimentel-
len Bedingungen weder die Phosphorylierung von PKR, noch die Phosphorylierung von
elF2a. Die von PKR und RIG | ausgehende Signaltransduktionskette, welche tber verschie-
dene Proteine vermittelt wird, konvergiert bei der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
IRF-3, IRF-7 und NF-xB. Diese Transkriptionsfaktoren kénnen die Transkription verschiede-
ner Gene, wie z.B. des IFNS-Gens, induzieren. Die Aktivitat der PKR, bzw. die von ihr ausge-
|6ste Translations-Inhibition ist an der Aktivierung von NF-kB beteiligt. TIA-1vl, welches in
friheren Arbeiten als essentieller Faktor fir die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung identifiziert wurde, beeinflusst vermutlich ebenfalls die Aktivierung von NF-«xB,
entweder als bisher nicht identifizierte Komponente der PKR-vermittelten Signalkaskade o-
der in einem unabh&ngigen, parallel dazu verlaufenden Prozess. Dabei hat TIA-1, zumindest
unter dem Einfluss der transienten HCV-Replikation, offenbar eine inhibitorische Wirkung auf

die Translation von IkB-a und ist somit auch in die Regulation der IFNS-Transkription invol-
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Abbildung 4.5: Modell der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung. Die virale RNA wird von den Sen-
sor-Proteinen PKR und RIG | erkannt, welche Uiber weitere Proteine die Aktivierung verschiedener Transkriptions-
faktoren (IRF-3, IRF-7, NF-kB) vermitteln. Die kirzere Isoform TIA-1vl ist offenbar in die PKR-vermittelte NF-kB-
Aktivierung involviert. NF-kB bindet im Komplex mit weiteren Transkriptionsfaktoren an den Promotor des IFNg-
Gens und induziert dessen Transkription. Sekretiertes IFNJ bindet auf der Zelloberflache an spezifische Rezepto-
ren und induziert die JAK/STAT-Signalkaskade, welche die Transkription hunderter verschiedener ISGs induzie-
ren kann. Méglicherweise bewirkt eines dieser induzierten ISGs die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA. Alternativ
kénnte die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA auch eine direkte Folge der Translations-Inhibition darstellen.

Nach der Synthese und Sekretion von IFNB bindet dieses auf der Zelloberflache an spezifi-

sche Rezeptoren (IFNAR) und induziert eine weitere Signalkaskade. Eine der ersten trans-
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duzierenden Kinasen in dieser Kaskade stellt JAK1 dar, welche sich ebenfalls als essentiell
fur die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung erwies. JAK1 ist an der Aktivierung
weiterer Transkriptionsfaktoren (u.a. STAT1, STAT2) beteiligt, welche die Transkription zahl-
reicher ISGs induzieren (im Komplex mit IRF-9). Ob einer der dabei induzierten Faktoren die
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA bewirkt, konnte jedoch bisher nicht aufgeklart werden. Es
ware ebenfalls denkbar, dass die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA eine direkte Folge der

Translations-Inhibition darstellt.
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5 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Resultate indizieren, dass die HCV-
induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA eine Folge der zellularen antiviralen IFN-
Antwort darstellt. Um dies zu bestéatigen, werden gegenwaértig Studien in transient mit dem
HCV-Replikon transfizierten Zellen durchgefiihrt, in denen mittels eines spezifischen anti-
IFNAR-Antikorpers die vom Typ I-Interferon-Rezeptor ausgehende Signalkaskade inhibiert
wird. Eine Abhangigkeit der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-Stabilisierung von der Funktio-
nalitat des IFNAR-Komplexes wirde belegen, dass die HCV-induzierte Stabilisierung der
VEGF-A-mRNA Uber IFNB vermittelt wird und somit von diesem Interferon abhangig ist.

Der Fokus kunftiger Untersuchungen sollte vor allem auf dem Einfluss von TIA-1 auf den
NF-kB-Signalweg liegen, da dieser bisher nicht beschrieben wurde. Dabei soll zum einen die
Funktion von TIA-1 bei der Regulation der IkB-a-Translation néaher charakterisiert werden.
Zum anderen sollen Studien in anderen Zelllinien und unter Verwendung alternativer Stimuli
zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durchgefihrt werden, um zu untersuchen, ob die Be-

teiligung von TIA-1 an der NF-kB-Aktivierung einen allgemeingultigen Mechanismus darstellt.

Von besonderem Interesse erscheint auBerdem die Aufklarung des molekularen Mechanis-
mus, welcher der Stabilisierung der VEGF-A-mRNA zu Grunde liegt. Zu diesem Zweck kénn-
te zunachst untersucht werden, ob bestimmte Sequenzbereiche innerhalb der VEGF-A-
MRNA existieren, welche fur die HCV-induzierte Stabilisierung des Transkripts essentiell
sind. Die Existenz von Sequenzmotiven, welche die Stabilitat der VEGF-A-mRNA regulieren,
wurde unter dem Einfluss von Hypoxie bereits beschrieben. Es wére deshalb von Interesse,
ob der Einfluss der HCV-Replikation auf die Stabilitdt der VEGF-A-mRNA Uber die gleichen
oder andere Sequenzmotive vermittelt wird. Die Lokalisierung von fir die HCV-induzierte
Stabilisierung essentiellen Sequenzbereichen wiirde die Identifikation von putativen in trans
agierenden Faktoren erleichtern.

Des Weiteren ist bereits bekannt, dass die HCV-induzierte mRNA-Stabilisierung nicht aus-
schlielich im Falle der VEGF-A-mRNA detektierbar ist, sondern auch bei anderen zellularen
Transkripten. Mittels einer entsprechend konzipierten Microarray-Analyse wird gegenwartig
untersucht, welche zellularen mRNAs als Folge der transienten HCV-Replikation eine erhéh-
te Stabilitat aufweisen und ob deren Stabilisierung ebenfalls von den als essentiell identifi-
zierten Proteinen JAK1, PKR, RIG I und TIA-1 abhéngig ist. Sollte dabei eine ausreichende
Anzahl weiterer stabilisierter Transkripte identifiziert werden kénnen, ermdglicht ein Vergleich
der Nukleotid-Sequenzen, Sekundarstrukturen und/oder anderer Charakteristika dieser
MRNAs mdglicherweise die Definition eines entscheidenden Merkmals, welches fir die HCV-

109



Ausblick

induzierte Stabilisierung dieser Transkripte essentiell ist. Von besonderem Interesse er-
scheint zudem, ob eine Korrelation zwischen der HCV-induzierten Stabilisierung zellularer
Transkripte und deren fortgesetzter Translation unter Phosphorylierung von elF2a besteht
(elF5B-vermittelt). Zu diesem Zweck soll die Translation solcher Transkripte untersucht wer-
den, deren Degradation von der HCV-Replikation beeinflusst wird. Auch die Bedeutung von
elF5B fur die HCV-induzierte Stabilisierung zellularer Transkripte soll in kinftigen Studien
analysiert werden. Gegenwartig wird u.a. die Translation der VEGF-A-mRNA mittels Polyso-
men-Analyse naher charakterisiert. Dabei sind sowohl der Einfluss der HCV-Replikation, als

auch die Rolle von TIA-1 von Interesse.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung der von Fr. Dipl. Biol. Winkler (Mikrobielle Bio-
technologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durchgefiihrten Studien dar. In die-
sen konnte erstmals demonstriert werden, dass die Replikation des HCV-Replikons JFH1 die
Degradation der zellularen VEGF-A-mRNA inhibiert. Des Weiteren identifizierte Fr. Dipl. Biol.
Winkler das RNA-bindende Proteine TIA-1 als essentiellen Faktor fur die HCV-induzierte
Stabilisierung der VEGF-A-mRNA. Von besonderer Bedeutung war zudem der von ihr er-
brachte Nachweis, dass diese mMRNA-Stabilisierung unabhéangig von der Formierung von
Stress Granula ist (*). Die zu Grunde liegenden Mechanismen, welche zur Induktion der
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung fiihren, sowie die daran beteiligten zellularen und viralen
Komponenten konnten jedoch nicht aufgeklart werden. Des Weiteren konnte die Funktion
von TIA-1 bei der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA Stabilisierung nicht bestimmt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die aufgrund der HCV-Replikation indu-
zierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung weiter charakterisiert und die viralen und zellularen mo-
lekularen Determinanten identifiziert, welche diese vermitteln. Die wesentlichen erzielten

Resultate sollen im Folgenden zusammengefasst werden.

1. Die transiente HCV-Replikation in Huh7-Zellen erhdht nicht die Halbwertszeit der
VEGF-A-mRNA (d.h. sie verringert nicht die Degradationsgeschwindigkeit), sondern
reduziert den Anteil dieser zellularen mRNA, welcher der Degradation zuganglich ist.

2. Die entscheidende virale Determinante der HCV-induzierten VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung reprasentiert die virale RNA selbst, nicht die von ihr codierten Proteine.

3. Innerhalb der HCV-RNA konnte die in der 5"UTR lokalisierte IRES als essentielle De-
terminante fir die Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung identifiziert werden. So
induzierte die simultane Transfektion des WNV-Replikons mit der vollstdndigen HCV-
IRES die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung.

4. Die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA stellt keinen HCV-spezifischen Effekt dar, son-
dern kann auch aufgrund der Replikation des nahe mit dem HCV-Replikon verwand-
ten BVDV-Replikons induziert werden.

5. Die viral induzierte Stabilisierung der VEGF-A-mRNA stellt keinen Zelltyp-
spezifischen Effekt dar, sondern konnte in mehreren verschiedenen Zelllinien (Huh7,
Hela, Hek293T-REx™) beobachtet werden.

6. Durch RNAIi-Experimente konnten die zellularen Sensor-Proteine PKR und RIG | als
essentielle Komponenten fur die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung identi-

fiziert werden. Zuséatzlich konnte die Bedeutung von RIG | durch Studien in der
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Huh7.5-Zelllinie (RIG | nicht funktional) bestéatigt werden. Die transiente HCV-
Replikation hatte in Huh7.5-Zellen keinen Einfluss auf die Degradation der VEGF-A-
MRNA.

7. Die Aktivierung der PKR, bzw. die resultierende Phosphorylierung von elF2a, welche
zur Inhibition der Translation fuhrt, sind an der viral induzierten VEGF-A-mRNA-
Stabilisierung beteiligt.

a. Die transiente Transfektion der Huh7-Zellen mit den Replikons des HCV und
des BVDV, sowie deren replikationsdefizienten Derivaten (HCV-mut, BVDV-
mut) induziert die Phosphorylierung der PKR, sowie ihres Substrates
elF2a zum Zeitpunkt 12 h p.t.. Eine Phosphorylierung dieser beiden Proteine
zum Zeitpunkt der maximalen viralen Replikation konnte nur bei transienter
Replikation des HCV- bzw. BVDV-Replikons nachgewiesen werden. Dies kor-
relierte mit einer erhéhten VEGF-A-mRNA-Stabilitat. Die transiente Transfek-
tion mit den cap-abhéngig translatierten WNV-, WNV-mut- und Sindbis-
Replikons resultierte weder in der Aktivierung der PKR, noch in einer erhéhten
Stabilitéat der VEGF-A-mRNA.

b. Die simultane Transfektion von Huh7-Zellen mit dem WNV-Replikon und der
vollstandigen HCV-IRES fiihrte ebenfalls zur Phosphorylierung von PKR und
elF2a (zum Zeitpunkt 12 h p.t.) und der Stabilisierung der VEGF-A-mRNA.

c. Auch bei einer alternativen Induktion der elF2a-Phosphorylierung durch Tuni-
camycin konnte bei transienter Replikation des WNV-Replikons die Stabilitét
der VEGF-A-mRNA erhoht werden. Die elF2a-Phosphorylierung scheint zu
frihen Zeitpunkten der viralen Replikation von besonderer Bedeutung fir die
VEGF-A-mRNA-Stabilisierung zu sein.

d. Durch Behandlung der persistent mit dem HCV-Replikon transfizierten Zellli-
nie mit Tunicamycin konnte die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung innerhalb einer
bestimmten Zeitspanne rekonstituiert werden.

e. Die UE der konstitutiv aktiven Varianten von PKR und elF2a (PKR-Kinase-
Domane, elF2aS51D), nicht jedoch die der Wildtyp-Varianten, induziert in der
persistenten HCV-Zelllinie die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA.

8. Die Phosphorylierung von elF2a ist nicht hinreichend zur Induktion der VEGF-A-
MRNA-Stabilisierung. So resultierte weder die Behandlung mit Tunicamycin, noch die
UE der konstitutiv aktiven Varianten von PKR und elF2a in Huh7-Zellen in einer er-
héhten Stabilitat der VEGF-A-mRNA. Zur Induktion der VEGF-A-mRNA-Stabilisierung

scheint zuséatzlich die Replikation einer viralen RNA essentiell zu sein.
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9. Die VEGF-A-mRNA-Stabilisierung steht in Zusammenhang mit der antiviral wirken-
den IFNB-Antwort, welche durch die Sensor-Proteine PKR und RIG | induziert wird.

a. Die transiente HCV-Replikation resultiert in Huh7-Zellen in einer erhdhten
IFNB-Transkriptmenge.

b. Die UE von IFNB induziert eine erhohte VEGF-A-mRNA-Stabilitat in Huh7-
Zellen und der persistenten HCV-Zelllinie und kann somit die Stabilisierung
dieser mRNA unabhéangig von einer viralen Replikation induzieren. Die Funk-
tion der Replikation der viralen RNA fur die Stabilisierung der VEGF-A-mRNA
konnte somit in der IFNB-Induktion liegen.

c. Die HCV-induzierte VEGF-A-mRNA-Stabilisierung ist abhangig von JAK1,
welche als Signal-transduzierende Kinase am Typ I-Interferon-Rezeptor
IFNAR agiert.

10. Als neu identifizierte Funktion von TIA-1 konnte eine Beteiligung an der NF-«B-
vermittelten Induktion von IFNP demonstriert werden.

a. Die transiente HCV-Replikation, nicht jedoch die WNV-Replikation aktiviert
den NF-kB-Signalweg.

b. In PKR- bzw. TIA-1-depletierten Huh7-Zellen kann der NF-kB-Signalweg nicht
durch die HCV-Replikation aktiviert werden.

c. Die UE der kiirzeren TIA-1-Isoform (TIA-1vl) in der persistenten HCV-Zelllinie
aktiviert ebenfalls den NF-kB-Signalweg, nicht jedoch die der langeren Iso-
form TIA-1vll.

d. In RNAI-Studien wurde beobachtet, dass TIA-1 weder einen Einfluss auf die

zellulare 1kB-a-mRNA-Menge und -Stabilitat, noch auf die Degradation von
IxB-a hat. Unter Verwendung von Luciferase-Reporter-Konstrukten konnte je-
doch gezeigt werden, dass TIA-1 bei transienter HCV-Replikation einen Ein-

fluss auf die lkB-a-Translation ausubt.
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8 Anhang

Die Experimente bezlglich dem Nachweis der viralen Replikation (HCV- und WNV-Replikonsystem),
der Etablierung der siRNA-vermittelten Depletion von PKR und RIG I, der Transfektion von Huh7.5-
Zellen, der siRNA-vermittelten Depletion von JAK1 in transient mit dem HCV-Replikon transfizierten
Huh7-Zellen, sowie der VEGF-A-mRNA-Stabilitat in Huh7-Zellen und der persistenten Zelllinie nach

Behandlung mit Tunicamycin sind unter Beteiligung von Fr. Dipl. Biol. Winkler entstanden.

8.1 Verwendete Oligonukleotide und siRNAs

Die Synthese der Oligonukleotide fir PCR-Amplifikationen und Sequenzierreaktionen, sowie der
siRNAs erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D). Die Sequenzen und Verwen-
dungszwecke der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 8.1 zusammengefasst.
Die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs wurden in dem vom Hersteller bereitgestellten Puffer (6 mM
HEPES; 20 mM KCI; 0,2 mM MgCl,; pH 7,3) gelést (100 pmol/ul) und bei -20°C gelagert. Die Se-

guenzen der verwendeten siRNAs kdnnen ebenfalls Tabelle 8.1 entnommen werden.

Tabelle 8.1: verwendete Oligonukleotide und siRNAs

Name

Sequenz (5- 3’-Orientierung)

Verwendungszweck

gRT-PCR-Primer

BVDV-f CACATCTTAACCTGGACAGG Nachweis der BVDV-RNA: Primer forward

BVDV-r TATACTGGTTCCTCCACTCC Nachweis der BVDV-RNA: Primer reverse

CHOP-f CAGATGAAAATGGGGGTACCTA Nachweis der humanen CHOP-mRNA: Primer forward

CHOP-r TCAAGAGTGGTGAAGATTTTTGAT  Nachweis der humanen CHOP-mRNA: Primer reverse

GAPDH-f AGCCTCAAGATCATCAGCAATGC Nachweis der humanen GAPDH-mRNA: Primer forward

GAPDH-r ATGGCATGGACTGTGGTCATG Nachweis der humanen GAPDH-mRNA: Primer reverse

GRP78-f GTTCTTGCCGTTCAAGGTGG Nachweis der humanen GRP78-mRNA: Primer forward

GRP78-r TGGTACACTAACAACTGCAGT Nachweis der humanen GRP78-mRNA: Primer reverse

IFNB-f AGGAGGACGCCGCATTGACC Nachweis der humanen IFNB-mRNA: Primer forward

IFNB-r GATGATAGACATTAGCCAGGAGGT  Nachweis der humanen IFNB-mRNA: Primer reverse

TCTCAAC

lkBo-f GTCAAGGAGCTGCAGGAGAT Nachweis der humanen IkB-a-mRNA: Primer forward

IxkBa-r ATGGCCAAGTGCAGGAAC Nachweis der humanen IkB-a-mRNA: Primer reverse

JAK1-f TGCGCACGGATAACATCA Nachweis der humanen JAK1-mRNA: Primer forward

JAK1-r CACCAGCAGGTTGGAGATTT Nachweis der humanen JAK1-mRNA: Primer reverse

JFH1-NS3-f TCGACGTTGTTACAAGGTCTCC Nachweis der HCV-NS3-RNA: Primer forward

JFH1-NS3-r CTGCCAGTTGGAGCATGC Nachweis der HCV-NS3-RNA: Primer reverse

Sindbis-f GCCAGTAGTAAACGTAGACG Nachweis der Sindbis-RNA: Primer forward

Sindbis-r CATGGTCATTTGGAGTGACC Nachweis der Sindbis-RNA: Primer reverse

VEGF-f GTACCCTGATGAGATCGAGTAC Nachweis der humanen VEGF-A-mRNA (erkennt alle VEGF-
A-lsoformen): Primer forward

VEGF-r GGCCTTGGTGAGGTTTGATC Nachweis der humanen VEGF-A-mRNA (erkennt alle VEGF-
A-lsoformen): Primer reverse

WNV-NS5-f AGAGTTCGGAAAGGCCAAG Nachweis der WNV-NS5-RNA: Primer forward

WNV-NS5-r CAGAGCCTCGAACTCCAGAA Nachweis der WNV-NS5-RNA: Primer reverse

XBP1-f TTACGAGAGAAAACTCATGGCC Nachweis der humanen XBP1-mRNA (beide Spleil-
Varianten): Primer forward

XBP1-r GGGTCCAAGTTGTCCAGAATGC Nachweis der humanen XBP1-mRNA (beide SpleiRR-

Varianten): Primer reverse

reverse-Primer fiir cDNA-Erststrangsynthese

BVDV-RT

CAGCTAAAGTGCTGTGTGC

cDNA-Synthese (BVDV- und BVDV -mut-RNA)

JFH-RT

CGCTCTAAGCCTGACGGTG

cDNA-Synthese (HCV- und HCV-mut-RNA)
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Oligo(dT) TTTTTTTTTTTTITTTTITT] cDNA-Synthese (polyadenylierte RNA)
Sindbis-RT ATTGTCTACCTCATACCGGG cDNA-Synthese (Sindbis-RNA)
WNV-RT CGCAGACTGCACTCTCCG CcDNA-Synthese (WNV- und WNV-mut-RNA)

Klonierungs-Primer

elF2o-f CGGGATCCATGCCGGGTCTAAGTTG  Klonierung von elF2a (WT) in pcDNA3: Primer forward,
TAG enthélt Erkennungssequenz fiir BamHI

elF2o.-r ACCGCTCGAGTTAATCTTCAGCTTT  Klonierung von elF2c (WT) in pcDNA3: Primer reverse,
GGCTTC enthélt Erkennungssequenz fiir Xhol

elF20._S51D-f GGCATGATTCTTCTTAGTGAATTAG  Generierung von pcDNA3_elF20.S51D: Primer forward
ACAGAAGGCGTATCCGTTC

elF20._S51D-r GAACGGATACGCCTTCTGTCTAATT  Generierung von pcDNA3_elF20.S51D: Primer reverse
CACTAAGAAGAATCATGCC

FLAG-f GATCCGATTACAAGGATGACGACGA  Klonierung von C-terminalem FLAG-tag: Primer for-
TAAGTAAC ward, Ligation Glber BamHI

FLAG-r TCGAGTTACTTATCGTCGTCATCCT  Klonierung von C-terminalem FLAG-tag: Primer rever-
TGTAATCG se, Ligation uber Xhol

HCV_IRES-f CGGGATCCACCTGCCCCTAATAGGG  Klonierung der HCV-IRES-Fragmente in pcDNAS:

GC

Primer forward, enthélt Erkennungssequenz fir BamHI

HCV_IRES_SL1-
2-r

ACCGCTCGAGGGGTCCTGGAGGCAG
TAC

Klonierung des HCV-IRES-Fragments SL1-2 (umfasst
stem loops | und 1) in pcDNA3: Primer reverse, enthalt
Erkennungssequenz fir Xhol

HCV_IRES_SL1-
3-r

ACCGCTCGAGTCTACGAGACCTCCC
GGG

Klonierung des HCV-IRES-Fragments SL1-3 (umfasst
stem loops I, Il und IIl) in pcDNAS3: Primer reverse,
enthalt Erkennungssequenz fur Xhol

HCV_IRES_SL1-
4-r

ACCGCTCGAGGGCGACGGTTGGTGT
TTC

Klonierung des HCV-IRES-Fragments SL1-4 (umfasst
stem loops |, II, Il und V) in pcDNAS3: Primer reverse,
enthalt Erkennungssequenz fir Xhol

HDVr-f AGGGGGTCGGCATGGCATCTCCACC  Generierung des HDV-Ribozyms: Primer forward
TCCTCGCGGTCCGACCTGGGCTAC
HDVr-r GGGCTTCTCCCTTAGCCTACCGAAG  Generierung des HDV-Ribozyms: Primer reverse
TAGCCCAGGTCGGACCGCGAGGA
IkB-0-5" UTR-f CCCAAGCTTAGCCCACAGCAGTCCG  Generierung der IkB-a-5"UTR fiir Fusion mit firefly-
TG Luciferase: Primer forward, enthélt Erkennungsse-
quenz fur Hindlll
IkB-0-5"UTR-r GACCATGAAGACCGGGCGCGGACGA  Generierung der IkB-0-5"UTR fiir Fusion mit firefly-
GCTGCGGG Luciferase: Primer reverse, enthélt Erkennungsse-
quenz fiir Bpil
IkB-a-Luci-f GACCATGAAGACCGCGCCATGGAAG  Generierung der firefly-Luciferase fiir Fusion mit IkB-o.-
ACGCCAAAAACATAAAGAAAGG UTRs: Primer forward, enthalt Erkennungssequenz fir
Bpil
IkB-a-Luci-r GACCATGAAGACCGGCGCTTACAAT  Generierung der firefly-Luciferase fir Fusion mit l«xB-o-
TTGGACTTTCCGCCCTTC UTRs: Primer reverse, enthéalt Erkennungssequenz fiir
Bpil
IkB-0-3"UTR-f GACCATGAAGACCGGCGCAAAGGGG  Generierung der IkB-a-3"UTR fiir Fusion mit firefly-
CTGAAAGAAC Luciferase: Primer forward, enthalt Erkennungsse-
quenz fiir Bpil
IkB-0-3'UTR-r ACCGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTCA  Generierung der IkB-a-3"UTR fiir Fusion mit firefly-
TTTGTAAAAATCTG Luciferase: Primer reverse, enthélt Erkennungsse-
quenz fir Xhol
PKR_KD-f CGGGATCCATGTCAGTGAAATCTGA  Klonierung der konstitutiv aktiven PKR-Variante (PKR-
CTACCTGTCC KD): Primer forward, enthalt Erkennungssequenz fir
BamHI, sowie Startcodon (ATG, gelb markiert)
PKR_KD-r ACCGCTCGAGTTATTACTAACATGT  Klonierung der konstitutiv aktiven PKR-Variante (PKR-
GTGTCGTTCATTTTTC KD): Primer reverse, enthalt Erkennungssequenz fir
Xhol, sowie 2 Stopcodons (TAATAA, gelb markiert)
PKR_WT-f CCCAAGCTTATGGCTGGTGATCTTT  Klonierung von PKR (WT) in pcDNA3: Primer forward,
CAGCAG enthalt Erkennungssequenz fiir Hindlll
PKR_WT-r CGGGATCCACATGTGTGTCGTTCAT  Klonierung von PKR (WT) in pcDNAS3: Primer reverse,
TTTTCTCTGG enthalt Erkennungssequenz fir BamHI
T7-f AATTCTAATACGACTCACTATA  Klonierung der T7-Promotor-Sequenz: Primer forward
GGGG
T7-r GATCCCCCTATAGTGAGTCGTA  Klonierung der T7-Promotor-Sequenz: Primer reverse

TTAG
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siRNAs

siRIG-I human GGAAGAGGTGCAGTATATT siRNA-vermittelte Depletion des humanen RIG |

siPKR human CAGCCAAAUUAGCUGUUGA siRNA-vermittelte Depletion des humanen PKR

SiGFP GGCUACGUCCAGGAGCGCA Kontroll-siRNA

siJAK1 human GCCUGAGAGUGGAGGUAAC siRNA-vermittelte Depletion des humanen JAK1
siTIA-1 human AUUCGAGUCUUUCCAGAUA siRNA-vermittelte Depletion des humanen TIA-1 (beide

Isoformen)

Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen sind durch Unterstreichung hervorgehoben.

8.2 Verwendete Antikdrper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 8.2 zusammengefasst.

Tabelle 8.2: verwendete Antikdrper

Antikorper

Anwendung

Firma Bestellnr.

priméare Antikdrper

Anti-BVDV-NS3

WB (1:1000), IF (1:100)

Prof. Dr. E.J. Dubovi, Cornell -
University, NY, USA

Anti-elF2o WB (1:500) Santa Cruz, USA sc -11386
Anti-elF20.-P WB (1:500) Santa Cruz, USA sc -101670
Anti-FLAG WB (1:1000) Agilent, USA 200472-21
Anti-GAPDH WB (1:10000) Santa Cruz, USA sC-47724
Anti-HCV-NS5A WB (1:1000); IF (1:500) Eurogentec, Belgien -
Anti-HCV-NS5B WB (1:1000); IF (1:500) Eurogentec, Belgien -
Anti-1kB-o WB (1:500); IP Santa Cruz, USA sc-371
Anti-LaminA WB (1:1000) Sigma-Aldrich, USA L1293
Anti-NFkB WB (1:500); IP Santa Cruz, USA sc -372
Anti-PKR WB (1:500) Cell Signaling, UK 3072
Anti-PKR-P WB (1:500) Santa Cruz, USA sc -101784
Anti-RIG | WB (1:500) Santa Cruz, USA sc -376882
Anti-TIA-1 WB (1:1000); IF (1:200) Santa Cruz, USA sc -1751
Anti-Vinculin WB (1:2000) Sigma-Aldrich, USA V9131
Anti-WNV-NS5 WB (1:2000), IF (1:1000)  Eurogentec, Belgien -

sekundare Antikdrper

Anti-mouse IgG, Alexa Fluor 555 IF (1:500) life technologies™ A-21422
(Carlsbad, USA)

Anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 488 IF (1:500) life technologies™ A-11008
(Carlsbad, USA)

Anti-mouse 1gG, IRDye® WB (1:5000-1:15000) Li-Cor, Lincoln, USA 925-68022/

680LT/800CW 925-32212

Anti-rabbit IgG, IRDye® WB (1:5000-1:15000) Li-Cor, Lincoln, USA 925-68023/

680LT/800CW 925-32213

Anti-goat IgG, IRDye® 800CW WB (1:5000-1:15000) Li-Cor, Lincoln, USA 925-32214

8.3 Verwendete Plasmide und deren Konstruktion

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 8.3 zusammengefasst.

Tabelle 8.3: verwendete Plasmide

Plasmid Resis- Charakteristika Referenz/Herkunft

tenz

Expressions- und Klonierungsvektoren

pBlueskript Il SK+  Amp'

Klonierungsvektor

Agilent Technologies, Santa
Clara, USA

pcDNA™3.1 Amp',

Neo'

Expressionsvektor

life technologies™
(Carlshad, CA, USA)
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T

pcDNA5/TO Amp Expressionsvektor life technologies™
(Carlsbad, CA, USA)
pBlue_VEGF-Luci Amp' firefly-Luciferase in pBluescript KS+, flankiert Dr. Sebastian de Vries, (De
von 5'und 3'UTR des humanen VEGF-A Vries 2014)

PcDNA3_elF2a Amprr, Expressionsvektor; elF2a, human (Wildtyp) in diese Arbeit
Neo pcDNA3

pcDNA3_elF2a Amp',  Expressionsvektor; elF20, human, pseudophos- diese Arbeit

S51D Neo' phoryliert (S51D) in pcDNA3

pcDNA3-ff-Luci- Amp', firefly-Luciferase in pcDNA3, flankiert von 5 und diese Arbeit

IxB-0-UTRs Neo'  3'UTR des humanen IxB-o.

PcDNA3-HCV- Amp', stemloops | bis Il der HCV-IRES in pcDNA3 diese Arbeit

IRES-SL1-2 Neo'  (Nukletid 1-132)

pcDNA3-HCV- Amp', stemloops | bis Ill der HCV-IRES in pcDNA3 diese Arbeit

IRES-SL1-3 Neo'  (Nukletid 1-331)

PcDNA3-HCV- Amp', stemloops | bis IV der HCV-IRES in pcDNA3 diese Arbeit

IRES-SL1-4 Neo'  (Nukletid 1-397)

pcDNA3_PKR Amp', Expressionsvektor, PKR, human (Wildtyp) in Dipl. Biol. Eileen Winkler *
Neo'  pcDNA3 mit N-terminalem FLAG-tag

pcDNA3_PKR-KD Amp', Expressionsvektor; PKR, human, Deletion der diese Arbeit
Neo' dsRBD (Aminosaureposition 2-170) in pcDNA3

pcDNAS5/TO-IFNB ~ Amp'  Expressionsvektor; IFNB, human Dr. René Geiller*

pFLAG-TIA-1vi Amp', Expressionsvektor; TIA-1-Isoform 1 (kurz) in Dipl. Biol. Eileen Winkler *
Neo'  pcDNA3 mit N-terminalem FLAG-tag

pFLAG-TIA-1vll Amp', Expressionsvektor; TIA-1-Isoform 2 (lang) in Dipl. Biol. Eileen Winkler *
Neo' pcDNA3 mit N-terminalem FLAG-tag

pIRES2-eGFP Kan'r Expressionsvektor Clontech laboratories, Moun-
Neo tain View, USA

pIRES2-eGFP-T7 Kan' pIRES2-eGFP-Expressionsvektor mit T7- diese Arbeit
Neo' Promotor-Sequenz upstream der EMCV-IRES

pVEGF-3'UTR Amp"  humane VEGF-A-3'UTR in pBluescript Dr. Sebastian de Vries (Martin-

Luther-Universitat, Halle, D)
pVEGF-5"UTR Amp"  humane VEGF-A-5"UTR in pBluescript Susan Weinlich (Martin-Luther-

Universitat, Halle, D)

Fur virale Replikon-RNAs codierende Plasmide

HCV-JFH-pUC18 Amp’' Derivat des pSGR-JFH1-Replikon (Kato et al. Dr. René Geiller* (pSGR-
2003)mit HDV-Ribozym (HDVr) downstream der JFH1: Prof. Dr. Takaji Wakita,
3'UTR NIID, Tokyo; mta), (Geiller

2012)

HCV-GND-pUC18 Amp' Derivat des pSGR-JFH1-Replikon (Kato et al. Dr. René Geiller*, (GeiRler
2003) mit HDV-Ribozym (HDVr) downstream 2012)
der 3'UTR und Aminosaureaustausch in
NS5Bpsisn, replikationsdefizient

pDI9c codiert fuir DI9c-Replikon (BVDV, Stamm: cp7) Dr. Claus W. Grassmann,

(Behrens et al. 1998)
pDI9c-mut codiert fur DI9c-Replikon (BVDV, Stamm: cp7) Dr. Claus W. Grassmann,
mit  Aminosaureaustausch NS5Bps4st und (Behrens et al. 1998)
NS5Bpaagr, replikationsdefizient

pDI9c-HDVr Amp"  Derivat des pDI9c, codiert fiir DI9c-Replikon, mit diese Arbeit
HDV-Ribozym (HDVr) downstream der 3'UTR

pDI9c-mut-HDVr Amp"  Derivat des pDI9c, codiert fiir DI9c-Replikon, mit diese Arbeit
HDV-Ribozym (HDVr) downstream der 3'UTR
und Aminoséaureaustausch  NS5Bpasgt und
NS5Bpaagr, replikationsdefizient

pSinRep5 Amp"  Expressionsvektor, codiert fiir Sindbis-Replikon life technologies™

(Carlshad, CA, USA)
pPWNV-HDVr Amp"  Derivat des pWNV-Replikon Stamm NY2000- Dr. Susann Friedrich*,
crow3356 (Shi et al. 2002) mit HDV-Ribozym (Friedrich 2014)
(HDVr) downstream der 3'UTR
pWNV-mut-HDVr  Amp'  Derivat des pWNV-Replikon Stamm NY2000- Dr. Susann Friedrich*,

crow3356 (Shi et al. 2002) mit HDV-Ribozym
(HDVr) downstream der 3’'UTR und Aminosau-
reaustausch in NS5pesoa, replikationsdefizient

(Friedrich 2014)

*Mitarbeiter/in der Arbeitsgruppe Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg

138



Anhang

Plasmidkonstruktion

pcDNA3-Expressionskonstrukte: Der pcDNA3-Expressionsvektor ermoglicht die konstitutive Gen-
expression in humanen Zellen. Er vermittelt eine Resistenz gegeniiber Ampicillin, wodurch die Ver-
mehrung und Selektion in E. coli-Zellen erleichtert wird.

pcDNA3_elF2a: Die fur das humane elF2a codierende Sequenz wurde durch RT-PCR von Gesamt-
RNA aus Huh7-Zellen mit den Primern elF2a-f und elF2a-r amplifiziert und tber die BamHI- und Xhol-
Restriktionsschnittstellen in den pcDNA3-Vektor ligiert.

pcDNA3_PKR: Die fur die humane PKR codierende Sequenz wurde durch RT-PCR von Gesamt-RNA
aus Huh7-Zellen mit den Primern PKR_WT-f und PKR_WT-r amplifiziert und tber die Hindlll- und
BamHI-Restriktionsschnittstellen in den pcDNA3-Vektor ligiert. In einer weiteren PCR wurde unter
Verwendung der Primer FLAG-f und FLAG-r die fir den FLAG-tag codierende Sequenz ebenfalls
amplifiziert und Uber die BamHI und Xhol-Schnittstellen an das 3"Ende der fir die PKR codierenden
Sequenz ligiert, wodurch bei Expression dieser Sequenz ein PKR-FLAG-Fusionsprotein (FLAG C-
terminal) synthetisiert wird. Dieses Plasmid wurde von Fr. Dipl. Biol. Eileen Winkler zur Verfiigung
gestellt.

pcDNA3_PKR_KD: Die fur die Aminoséduren 171-551 der humanen PKR codierende Sequenz wurde
von pcDNA3_PKR durch PCR mit den Primern PKR_KD-f und PKR_KD-r amplifiziert und Uber die
BamHI- und Xhol-Restriktionsschnittstellen in den pcDNA3-Vektor ligiert. Mittels der verwendeten
Primer wurden zusétzlich ein Translationsstartcodon (forward-Primer, upstream der fir die PKR codie-
renden Region), sowie zwei Translationsstopcodons (reverse-Primer, downstream der fur die PKR
codierenden Region) eingefuhrt.

pcDNA3_elF2aS51D: Dieses Plasmid codiert fur eine phosphomimetische Variante des humanen
elF2a. Die Generierung des Plasmids erfolgte mittels ortsgerichteter Mutagenese unter Verwendung
der Primer elF2o._S51D-f und elF2a,_S51D-r und der DNA des pcDNA3_elF2a-Plasmids als Templa-
te. Dabei wurde durch die ortsgerichtete Mutagenese ein Serin an Aminosaureposition 51 des huma-
nen elF2a gegen ein Aspartat substituiert.

pcDNA3_HCV-IRES_SL1-2/ pcDNA3_HCV-IRES_SL1-3/ pcDNA3_HCV-IRES_SL1-4: Mittels PCR
wurden fir bestimmte Fragmente der HCV-IRES codierende Sequenzbereiche von HCV-JFH-pUC18
amplifiziert. Die generierten Konstrukte codieren alle fir am 3’Ende verkiirzte subgenomische virale
RNA-Molekiile, welche das authentische 5"Ende der viralen RNA codieren. Fir die Amplifikation wur-
de als forward-Primer jeweils HCV_IRES-f verwendet, welcher zusatzlich fir die BamHI-
Erkennungssequenz codiert. Als reverse-Primer dienten HCV_IRES_SL1-2-r (pcDNA3_HCV-
IRES_SL1-2: codiert fur stem loops | und Il der HCV-IRES), HCV_IRES SL1-3-r (pcDNA3_HCV-
IRES_SL1-3: codiert fur stem loops I, Il und Il der HCV-IRES) und HCV_IRES_SL1-4-r (pcD-
NA3_HCV-IRES_SL1-4: codiert fur stem loops I, Il, 1ll und IV der HCV-IRES). Die reverse-Primer co-
dieren zusatzlich fur die Xhol-Erkennungssequenz. Die generierten PCR-Produkte wurden tber die
BamHI- und Xhol- Restriktionsschnittstellen in den pcDNA3-Vektor ligiert.
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Sonstige Plasmide:

pBlue VEGF-Luc: Dieses Konstrukt wurde zur Verfigung gestellt von Dr. Sebastian de Vries. Es
basiert auf dem Klonierungsvektor pBluscript KS+ und beinhaltet die fir die firefly-Luciferase codie-
rende Sequenz, welche von der humanen VEGF-A-5"UTR und -3"UTR flankiert wird.

pcDNA3-ff-Luci-lkB-a-UTRs: Mittels PCR wurden durch RT-PCR von Gesamt-RNA aus Huh7-Zellen
mit den Primern IkB-o-5"UTR-f und 1kB-a-5"UTR-r die 5"UTR und mit den Primern IxB-a-3"UTR-f und
IkB-a-3"UTR-r die 3'UTR des humanen I«kB-a amplifiziert. Des Weiteren wurde von pBlue_VEGF-Luci
durch PCR mit den Primern lkB-a-Luci-f und IkB-a-Luci-r die fur die firefly-Luciferase codierende Se-
quenz amplifiziert. Durch Restriktionshydrolyse der resultierenden PCR-Produkte mittels Bpil wurden
komplementare Uberhange generiert, die die Fusion der Fragmente in der Orientierung 5 UTR IkB-a. -
firefly-Luciferase - 3’'UTR IkB-a erméglichten. Mittels der von den Primern lkB-a-5"UTR-f und IkB-a-
3'UTR-r codierten Restriktionsschnittstellen fur Hindlll und Xhol wurde diese Sequenz schlieflich in
den pcDNA3-Vektor ligiert.

pDI9c-HDVr und pDI9c-mut-HDVr: Diese Konstrukte wurden mittels Subklonierung generiert und
stellen Derivate der von Dr. C. W. Grassmann (Behrens et al. 1998) zur Verfligung gestellten Plasmi-
de pDI9c und pDI9c-mut dar. Dazu wurden zunachst die Plasmide pDI9c und pDI9c-mut mittels der
Restriktionsendonukleasen Clal und Smal geschnitten und die resultierenden 1224 bp umfassenden
Fragmente in den Klonierungsvektor pBlueskript Il SK+ (ebenfalls mit Clal und Smal geschnitten) li-
giert. Die erhaltenen Subklone (pBlue_DI9c, pBlue_DI9c-mut) wurden mittels Smal linearisiert. Unter
Verwendung der Primer HDVr-f und HDVr-r wurde die fur ein Ribozym des Hepatitis-Delta-Virus ko-
dierende Sequenz (Lange: 67 bp) mittels PCR amplifiziert und in die linearisierten Plasmide
pBlue_DI9c, pBlue_DI9c-mut ligiert. Die resultierenden Plasmide wurden wiederum mit den Restrikti-
onsendonukleasen Clal und Smal geschnitten und die resultierenden, 1291 bp umfassenden Frag-
mente isoliert. Diese wurden mit den bei Restriktionshydrolyse der Plasmide pDI9c und pDI9c-mut mit
Clal und Smal generierten grof3eren Fragmenten (ca. 8,8 kb; umfasst Vektor, sowie die fir die Repli-
kons DI9c- bzw. DI9c-mut codierende Sequenz, abzlglich der jeweiligen Sequenzbereiche, welche
von den Clal- und Smal-Erkennungssequenzen flankiert werden) ligiert.

pIRES2-eGFP-T7: Der Expressionsvektor pIRES2-eGFP wurde mit den Restriktionsendonukleasen
BamHI und EcoRI geschnitten und das resultierende gréRere Vektorfragment isoliert. Unter Verwen-
dung der Primer T7-f und T7-r wurde die fur den T7-Promotor codierende Sequenz generiert und mit
dem préaparierten pIRES2-eGFP-Vektorfragment ligiert. Die T7-Promotor-Sequenz ermdglicht die in
vitro Transkription der eGFP-RNA.

8.4 VEGF-A-mRNA-Halbwertszeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die in vivo Degradation der VEGF-A-mRNA in Huh7-Zellen
48 h nach der transienten Transfektion mit diversen RNAs mittels Actinomycin D-Assay untersucht
(vgl. Kapitel 3.2). Durch halblogarithmisches Auftragen der berechneten relativen Transkriptmengen
gegen die Zeit nach erfolgter Actinomycin D-Zugabe kann die Halbwertszeit der VEGF-A-mRNA mit-
tels exponentieller Regression bestimmt werden. Bei der Berechnung der Halbwertszeiten erwies sich
die Berechnungsmethode als entscheidend. Innerhalb des Zeitraumes von 0-180 min nach der Zuga-

be von Actinomycin D konnte eine kontinuierliche Degradation der VEGF-A-mRNA beobachtet wer-
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den. Bei ausschlie3licher Betrachtung der Daten innerhalb dieses Zeitraums und unter der idealisier-
ten Annahme, dass die VEGF-A-mRNA einer vollstandigen Degradation unterliegt, wurden die Halb-
wertszeiten entsprechend der Formel y = a x e?** berechnet (vgl. Tabelle 8.4, ty;,p).
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Abbildung 8.1: Halbwertszeiten der VEGF-A-mRNA in vivo. Die Actinomycin D-Assays zur Untersuchung der
VEGF-A-mRNA-Degradation in vivo wurden 48 h p.t. durchgefihrt. Dabei wurden Uber einen Zeitraum von
240 min Proben entnommen. Die Berechnung der relativen Transkriptmengen erfolgte mittels qRT-PCR. Fir
jeden Probensatz wurde die gemessene VEGF-A-mRNA-Menge zum Zeitpunkt 0 min als 100% definiert. Die
Transkriptmengen der Gbrigen Zeitwerte sind als Relativwerte, bezogen auf den 100%-Wert, angegeben. Zur
Ermittlung der VEGF-A-mRNA-Halbwertszeit wurden die relativen Transkriptmengen halblogarithmisch gegen die
Zeit nach Actinomycin D-Zugabe aufgetragen.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die VEGF-A-mRNA in vivo keiner vollstandigen Degradation
unterliegt, sondern die detektierbare Transkriptmenge ab 180 min nach Zugabe von Actinomycin D
weitgehend konstant bleibt. Bei Betrachtung aller Daten zwischen 0 und 240 min nach Zugabe von

Actinomycin D und unter Beachtung der unvollstdndigen Degradation wurden die Halbwertszeiten
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entsprechend der Formel y = axe?* + ¢  berechnet (vgl. Tabelle 8.4, ty5). Die resultierenden
Halbwertszeiten sind in Tabelle 8.4 zusammengefasst. Abbildung 8.1 zeigt die zu Grunde liegenden

Diagramme.

Tabelle 8.4. VEGF-A-mRNA-Halbwertszeiten

transfizierte RNA  ty/505 t1ovD

@ (Huh7 naiv) 77 = 10 97 + 9
HCV 71 £ 12 227 + 7
HCV-mut 92 + 11 102 + 4
WNV 95 + 8 108 + 15
siJAK1 + HCV 69 + 19 119 + 1
SiPKR + HCV 100 + 23 126 + 6
SiRIG | + HCV 78 + 3 112 + 6
SiTIA-1 + HCV 67 = 4 120 + 14
WNV + HCV-mut 79 + 16 222 + 2
WNV + SL1-4 755 = 1 226 + 5
WNV + SL1-3 100 + 4 116 + 2

tizort — Halbwertszeit unter Berlicksichtigung einer residualen mRNA-Menge (offset)
ti2vp — Halbwertszeit unter der Annahme einer vollsténdigen mRNA-Degradation

8.5 Nachweis von ER-Stress in Huh7-Zellen

Zum Nachweis der ER-Stress-Induktion durch Tunicamycin wurden die Transkript-Mengen von
GRP78 und CHOP in naiven, sowie in mit Tunicamycin stimulierten Huh7-Zellen mittels gRT-PCR
quantifiziert (3 - 48 h nach Applikation von Tunicamycin). Sowohl GRP78, als auch CHOP sind in die
ER-Stress-Antwort involviert und stellen gangige Marker zum Nachweis einer ER-Stress-Induktion dar
(Samali et al. 2010).

Beide Transkripte lagen in den mit Tunicamycin stimulierten Zellen im Vergleich zu den naiven Zellen
in stark erhéhten Mengen vor (Abbildung 8.2 A). Dabei wurde bei CHOP im Vergleich zu GRP78 eine
starkere und schnellere Induktion der Transkription beobachtet. Beide Transkripte lagen auch 48 h
nach der Stimulation der Zellen mit Tunicamycin noch in stark erhéhten Quantitaten vor. Zusatzlich
wurde das SpleiRen der (XBP1)-mRNA untersucht. Auch der Nachweis dieses Spleil3-Vorganges zahlt
zu den gangigen Methoden zum Nachweis von ER-Stress (Samali et al. 2010). Mittels RT-PCR konnte
unter Verwendung geeigneter Primer nachgewiesen werden, dass in den mit Tunicamycin stimulierten
Huh7-Zellen zwei XBP1-Transkripte existieren (Abbildung 8.2 B). Das kirzere der beiden Transkripte
konnte zwischen 3 h und 12 h nach Stimulieren der Zellen mit Tunicamycin nachgewiesen werden
und repréasentiert die durch ERN1 geschnittene RNA. Des Weiteren erscheint die Menge des langeren
Transkripts in diesem Zeitraum reduziert. Es ist jedoch anzumerken, dass die verwendete Methode fur
Quantifizierungen ungeeignet ist. Auch die Phosphorylierung von elF2a wurde zum Nachweis der ER-
Stress-Induktion untersucht. Dabei wurde der Zeitraum von 0 - 24 h nach Tunicamycin-Zugabe be-
trachtet. Wie Abbildung 8.2 C zu entnehmen ist, konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung
der Huh7-Zellen mit Tunicamycin die Phosphorylierung von elF2a induziert. Aus den erhaltenen Da-
ten kann geschlussfolgert werden, dass durch Stimulation der Huh7-Zellen mit Tunicamycin ER-Stress

induziert werden kann.
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Abbildung 8.2: Nachweis von ER-Stress in Huh7-Zellen nach Behandlung mit Tunicamycin.: In Huh7-Zellen
wurde durch Behandlung mit Tunicamycin ER-Stress induziert und die Zellen zu den jeweils angegebenen Zeit-
punkten geerntet. (A) Die relativen Transkriptmengen der ER-Stress-Marker CHOP und GRP78 wurden mittels
gRT-PCR quantifiziert. Die gemessenen Transkriptmengen vor der Zugabe von Tunicamycin wurden als 100%
definiert. (B) Reprasentatives 2%iges Agarosegel von PCR-Reaktionen zum Nachweis des XBP1-Transkripts.
Unter Verwendung geeigneter Primer kdnnen mittels RT-PCR sowohl die ungespleif3te (angedeutet durch Raute)
als auch die gespleif3te Variante (angedeutet durch Pfeilspitze) des XBP1-Transkripts nachgewiesen werden. Die
Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte mittels Ethidiumbromid unter Anregung durch UV-Licht. (C) Reprasen-
tativer Western Blot von Vinculin und elF2a-P zum Nachweis der elF2a-Phosphorylierung.
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