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1.Einleitung

1.1 Masern Virus

1.2 Einfuahrung

Akute Masern sind eine bekannte und gut definierte Erkrankung, die meistens bei Kindern
oder jungen Erwachsenen auftritt. Der Erreger (Masernvirus) ist hoch ansteckend und
persistiert in einer Bevolkerung, sobald eine genugende grofle Anzahl anfalliger Individuen
vorhanden ist. Nach einer akuten Infektion erlangen die Erkrankten eine lang anhaltende
Immunitat gegenuiber dem Virus. In der Zeit als Impfungen noch nicht verfugbar waren gab
es die hochste Infektionsrate bei Kindern zwischen 5 und 9 Jahren (Entwickelte Lander).
Ausbriiche und Epidemien hatten meist an Grundschulen ihren Anfang, wobei sich jungere
Kinder bei ihren Klassenkameraden ansteckten. Bis zum Alter von 20 Jahren waren ca. 99%
der getesteten Personen bereits in Kontakt mit Masern Viren gewesen. Die Schwere der
Erkrankung hangt stark von dem Ernahrungszustand der infizierten Personen ab.

Unterernahrung begunstigt dabei einen schwereren Verlauf. Die Mortalitat betragt ca. 10%.

1.3 Klassifizierung

Das Masern Virus (MV) gehort zur Ordnung Mononegavirales, welche die Familien der
Rhabdo-, Filo- und Paramyxoviridae einschlieBt. Da MV keine Virus assoziierte
Neueramidase- Aktivitat besitzt und intrazellulare Einschlusskorper bildet wurde es in einem
separaten Genus der Morbiliviren eingruppiert. Andere Mitglieder dieses Genus sind Peste
des petits ruminantes virus (PPRV), welches Schafe und Ziegen infiziert, Rinderpest Virus
(RPV), welches Rinder infiziert, Canine distemper virus (CDV), welches Carnivore infiziert,
Phocine distemper virus (PDV), welches Robben und Seelowen infiziert, Dolphin morbilli
virus (DMV) und Tiimmler morbillivirus (PMV). Alle diese Viren zeigen antigenische

Ahnlichkeiten und verursachen gleichartige Erkrankungen bei ihren Wirten.



1.4 Klinik und Pathologie

Die Masern sind eine schwere, hochfiebrige Krankheit. Asymptomatische oder subklinische
Verlaufe gibt es nur sehr selten. Die Inkubationszeit dauert etwa neun bis elf Tage. Zu den
ersten Symptomen gehoren Bindehautentziindung, Lichtscheue, Husten, Schnupfen und
schnell ansteigendes Fieber. Ein sicheres Anzeichen sind die sog. Koplikschen Flecken in der
Mundschleimhaut. Etwa 2-3 Tage nach den ersten Anzeichen sinkt das Fieber wieder. Erst
anschlieflend tritt gleichzeitig mit erneutem Fieberanstieg der Hautausschlag auf, zuerst hinter
den Ohren und im Nacken, dann im Gesicht. Innerhalb von wenigen Tagen breitet er sich auf
den ganzen Korper aus. Nach 2-3 Tagen klingt das Exanthem wieder ab. Die symptomatische
Phase dauert etwa 10 Tage. Komplikationen sind eine Pneumonie, Bronchopneumonie,
Mittelohrentziindung und eine postinfektiose autoimmune Encephalitis. Veranderungen im
EEG werden auch ohne erkennbare Infektiondes des ZNS in 50% der Fille gefunden. Die
Ursache hierfur ist nicht bekannt. Eine Leberentziindung tritt vor allem bei Erwachsenen auf.
Sie beschrinkt sich im wesentlichen auf das Ephitel der Gallengénge. Eine Infektion des
Darmepithels ist haufig und duBert sich durch Diarrhoe. Bei immundefizienten Patienten
verlaufen die Masern schwer, zum Teil unter Ausbildung mehrkerniger Zellen im
Bronchialbaum und in der Lunge (Riesenzellpneumonie).

Die Masernviren infizieren zuerst Schleimhautzellen der oberen Atemwege (Sakaguchi et al.,
1986). Die Folgen sind Niesen, Schnupfen und Husten. Vom oberen Respirationstrakt kann
sich das Virus weiter in den unteren Bronchialbaum ausbreiten und peribronchiale
Entzuindungen verursachen. Die Schiadigung des bronchialen Flimmerepithels fordert die
Uberinfektion mit verschiedenen bakteriellen Erregern, so dass eine Lungenentziindung
entstehen kann. Das an den primaren Infektionsorten freigesetzte Virus infiziert
Makrophagen oder dendritische Zellen, die es zu den drainierenden Lymphknoten bringen.
Dort vermehrt sich das Virus und es kommt zur sog. Primaren Viramie (Forthal et al., 1992).
Weitere Vermehrungsorte sind Endothelzellen, Makrophagen, Mono- und Lymphozyten
(Esolen et al., 1993; Schneider-Schaulies et al., 1991). Die charakteristischen Whartin-
Finkeldeyschen Riesenzellen entstehen durch F-Protein vermittelte Fusion der infizierten
Endothelzellen mit den Nachbarzellen. Sie finden sich spater auch in anderen Geweben.
Wihrend der zweiten Viramie, die etwa drei bis funf Tage andauert, vermehrt sich das Virus
in verschiedenen Organen (Haut, Nieren, Leber, Harnblase, Gastrointestinaltrakt). Die
Kapillarinfektion der Haut dufert sich als Exanthem, in dem sich Virus nachweisen 1aft. Das
Auftreten des Ausschlags zeigt den Beginn der Immunantwort an. Bei Menschen mit

geschadigtem Immunsystem fehlt diese Reaktion, es kommt zu keinem Exanthem. MHC



Klasse I-restringierte zytotoxische T-Zellen wandern in die infizierten Bereiche der Haut ein,

lysieren infizierte Zellen und eliminieren so das Virus.

Komplikationen bei akuten Masern sind haufig und entstehen durch oppertunistische

Sekundirinfektionan nekrotischer Oberflaichen wie z.B. im Respiratorischen- oder

Gastrointestinaltrakt (Breitfeld et al., 1973; Gremillion and Crawford, 1981; Pullan et al.,

1976). Die schwersten von Masern direkt induzierten Komplikationen sind die akute

EinschluBkorperchen-Encephalitis (MIBE), die akute para- oder postinfektiose Masern-
Encephalitis (APME) und die subakute sklerosierende Panencephalitis (SSPE):

1.

APME: Diese Form der Encephalitis findet man bei ca. einer von 1000-2000
Maserninfektionen. Sie tritt vor allem bei Kindern auf, die alter als 2 Jahe sind und
entwickelt sich gleichzeitig mit oder etwa eine Woche nach Auftreten des Ausschlags.
Das Masernvirus ist im Gehirn nicht nachweisbar. Die postinfektiose Encephalitis
aufert sich durch die Entmarkung der Myelinscheiden im Gehirn durch
Autoimmunreaktionen. Es ist unklar, wodurch dieser Angriff auf korpereigenes
Gewebe induziert wird und ob dabei Ahnlichkeiten zwischen viralen und zelluldren
Proteinen eine Rolle spielen. 10-20% der postinfektiosen Encephalien verlaufen
todlich (Gendelman et al., 1984, Liebert et al., 1988).

MIBE: Diese stets todliche Form der Encephalitis schliet sich nach einer Pause von
sechs bis zehn Monaten an die akute Erkrankung an. Sie tritt nur bei Patienten mit
Immundefekten oder -suppression auf. Das Masernvirus kann in diesen Fallen aus
dem Gehirn isoliert werden. Die Krankheit erstreckt sich vorzugsweise auf die
zellhaltigen Bereiche des Gehirns. Viele Neuronen und Gliazellen, in denen sich das
Virus vermehrt, weisen EinschluBkorperchen auf (Baczko et al., 1988; Bitnun et al.,
1999).

SSPE: Die stets todliche SSPE ist eine seltene, spate Komplikation einer persistenten
Masernvirusinfektion. Sie tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:10000 akuten
Masernfallen sechs bis 15 Jahre nach der akuten Erkrankung auf, oft dann wenn die
Infektion fruh im Alter bis zu 2 Jahren erfolgte. Sie tritt haufiger bei ménnlichen als
bei weiblichen Patienten auf. Die ersten Hinweise auf die Spatfolgen der
Masernerkrankung geben sehr hohe Antikorpertiter im Blut und Liquor gegen die H-
und N-Proteine. Vermutlich infiziert das Virus die Gehirnendothelzellen und tritt von
dort in das Gehirn uiber. Im Gehirn finden sich Viren mit Mutationen im M-, H-, und
F-Gen, die iberwiegend nicht infektios sind. Vermutlich kann sich die Infektion durch

Weitergabe von Nukleoproteinkomplexe und durch Zellfusion im zentralen



Nervensystem ausbreiten (Dyken, 1985; Kirk et al., 1991; Rima and Duprex, 2005;
Rima and Duprex, 2006).

1.5 Masern Virus induzierte Inmunsuppression

Nach der Infektion baut der Wirt eine Immunabwehr gegen den Erreger auf. Im Fall der
Masern kommt es aber zusitzlich zu einer generellen Immunsuppression gegenuiber anderen
Erregern. Bereits 1908 berichtete von Pirquet dabei vom Ausbleiben der Tuberkulinreaktion
nach einer Maserninfektion. In der dritten Welt ist die Immunsuppression der Hauptgrund fur
die hohe Todesrate nach einer Infektion mit MV. Ein auffalliges Merkmal ist die Leukopenie
(Permar et al., 2003). Verschiedene Griinde konnen dafiir verantwortlich sein wie etwa
Depletion der Zellen aufgrund der Virusinfektion oder durch apoptotische Prozesse. Die
Immunsuppression ist noch nach Wochen aktiv, auch dann noch wenn die Anzahl der
Lymphozyten den normalen Wert wieder erreicht hat und MV infizierte Zellen kaum noch im
Organismus zu finden sind (Okada et al., 2001). Schlusselelemente der MV induzierten
Immunsupression sind die Einschrankung der DTH (,delayed-type hypersensitivity*)
Reaktion und die Einschrankung der Proliferation von Lymphozyten in Gegenwart viraler

Hullproteine (Schneider-Schaulies et al., 2002; Schneider-Schaulies et al., 2001).

1.6 Epidemiologie

Masern werden durch Aerosole und Tropfcheninfektion weitergegeben, die durch Husten oder
Niesen entstehen. Der Erreger ist hoch ansteckend und anféllige Individuen die sich in engem
Kontakt zu Maserinfizierten aufhalten stecken sich mit 99% Wahrscheinlichkeit ebenfalls an.
Man geht davon aus, dass die Masern in der Zeit aufgetreten sind als die Menschen anfingen
sich in groBere Gemeinschaften zu organisieren. Diese relativ groBen Gruppen hatten
geniigend Nachkommen um die Masernviren mit immer neuen, anfalligen Individuen zu
versorgen, so dal} eine kontinuierliche Infektionskette aufrechterhalten werden konnte. Die
Epidemiologie der Masern unterscheidet sich in Regionen mit niedrigem und hohem
Impfdurchsatz. Bevor Impfungen moglich waren hatten ca. 90% einer Population bis zum
Alter von 10 Jahren eine Maserninfektion hinter sich. In nicht geimpften Populationen
brechen die Masern periodisch im Abstand von 2-5 Jahren aus. Dieses Zeitintervall verringert
sich wenn die Populationsdichte steigt und der raumliche Abstand der Individuen zueinander

abnimmt.
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In geimpften Populationen vergroBert sich der Zeitabstand von Masernausbriichen, wobei ein
sehr hoher Impfdurchsatz (>95%) die endemische Ausbreitung unterbinden kann. So konnte
in den USA z.B. durch entsprechende Impfbemuhungen die Anzahl der Masernfélle von
400.000-500.000 Fallen (1960) auf ungefahr 100 Fiélle (2003) pro Jahr reduziert werden. 1993
konnte sogar fur eine Zeit von 12 Wochen kein einziger Fall einer Maserninfektion
festgestellt werden, d. h. die Infektionskette wurde unterbrochen. Man nimmt an, daf} alle
folgenden Neuinfektion durch gelegentliche Einschleppung in die USA verursacht wurden
(Bellini and Rota, 1998). Im Rahmen der heutigen Mobilitit der Menschen wird davon
ausgegangen, daf} auch in stark geimpften Populationen weiterhin Maserinfektionen auftreten,
und zwar solange bis die Masern weltweit ausgerottet werden.

Die Masern bleiben eine haufige Erkrankung von Kindern auf der ganzen Welt. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) schiatzt, dal pro Jahr 30 Millionen Infektionen mit
Masernviren auftreten. Ungefahr 775.000 Todesfalle stehen pro Jahr in Verbindung mit einer
Maserninfektion, wobei davon alleine 500.000 Fille in Afrika auftreten (WHO 1999). Im
Gegensatz dazu wurden in vielen Lander (Nordamerikanischen Staaten, Skandinavien und

Grofbritannien) die Masern durch entsprechende Impfprogramme fast vollstandig eliminiert.

1.7 Morphologie, Struktur und biologische Eigenschaften

Masernviren bestehen aus einer Lipidhiille, die den viralen RNP (Ribo-Nukleoprotein)
Komplex (Genomische RNA die mit Protein assoziiert ist) umschlieBt. Die zwei
Transmembranproteine Fusionsprotein (F) und Haemagglutinin (H) sind in der Membran
verankert. Das H Protein ist nahe an seinem Aminoterminus verankert (Typ II Glykoprotein),
das F Protein am Carboxyterminus (Typ I Glykoprotein). Eine oder beide zytoplasmatischen
Enden der Membranproteine interagieren funktionell mit dem Matrixprotein (M) (Moll et al.,
2001; Moll et al., 2002), welches die Hiulle mit der RNP Struktur verbindet. Die virale
genomische RNA ist vollstandig von dem Nukleokapsidprotein (N) umschlossen und mit dem
Polymerasekomplex verbunden. Dieser besteht aus dem Phosphoprotein (P) und dem Large
Protein (L). Dieser RNP Komplex schuitzt das Genom vor RNase-Degradation. Die Partikel
sind pleomorph mit einer durchschnittlichen GroBe von 120 bis >300nm. Sowohl filamentose
als auch irregulidre Formen sind bekannt. Das Volumen der Partikel schwankt zwischen 3x10°
und >10" nm’ und kann >30 Genome unterbringen. Die Verpackung von mehreren Genomen

in vitro wurde bereits bestatigt (Rager et al., 2002). Die Integritat der Hulle ist essentiell fur
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die Infektivitat der Partikel, und Stoffe die diese beeintrachtigen (Detergentien oder andere
fett-losende Stoffe wie Aceton oder Ather) inaktivieren das Virus.

Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der Familie der Mobilliviren zeigt MV
hamagglutinierende Aktivitat. Das H Protein ist ein starkes virales Immunogen, und gegen H
gerichtete Antikorper wirken inhibierend auf die hamagglutinierende Aktivitat. Die
Antikorper haben weiterhin neutralisierende Wirkung, da sie das Andocken des Virus an die
Zelle verhindern. Die Féahigkeit von MV bei neutralem pH Zellmembranen zu fusionieren
fuhrt zu dem charakteristischen zytopathischen Effekt (CPE) und der Bildung von

Riesenzellen.



12

1.8 Genomstruktur, Funktion und Replikation

Das 15894 Basenpaar (bp) lange Genom besteht aus einem nicht-segmentierten RNA Molekiil
negativer Orientierung und ist vollstindig mit N Protein komplexiert. Die feste Packung
verhindert wohl das bei den Mononegavirales Genomrekombinationen stattfinden konnen.
Jedes N Protein bedeckt dabei sechs Nukleotide. Diese Anordnung scheint fur die Replikation
unbedingt notig zu sein, da die virale Polymerase nur Genome repliziert deren Nukleotidzahl
ein Multimer von sechs sind. Solange diese ,,Regel der Sechs* (Calain and Roux, 1993)
eingehalten wird toleriert MV Veranderungen seiner Genomlange, welche z.B. durch die

Einklonierung von Transgenen (eGFP usw) entstehen (Schneider et al., 2000).

Abb. 1: Genomorganisation der Masernviren. Das Genom besteht aus einer einzelstrangigen
RNA, die als Negativstrang vorliegt. Unter der schematisch als Linie angegebenen RNA ist die
Lage der verschiedenen viral kodierten Genen angegeben, die im Replikationsverlauf in mRNA
transkribiert werden. Intergenische Sequenzen sind als blaue Quadrate dargestellt. Wahrend
der Replikation werden vom Genom sog. Antigenome hergestellt, die wiederum als Matrizen
fur die Produktion neuer Virusgenome dienen. Durch das mogliche Abfallen der RNA-
abhangigen Polymerase vom Genom an den intergenischen Sequenzen entsteht ein Gradient an
produzierter mRNA. Die Wahrscheinlichkeit das mRNA der Gene entsteht, nimmt um so mehr
ab je weiter das Gen Richtung 5’Ende des Genoms liegt.

Das Standardgenom besteht aus 6 kontinuierlichen, nicht uberlappenden
Transkriptionseinheiten, die durch (bis auf die M/F Grenze) kurze, nicht kodierende Regionen
voneinander getrennt sind (Abb. 1). Diese Regionen enthalten Sequenzen zur Termination der
Transkription, Polyadenylierung und zur Transkriptions-Reinitialisierung (Bellini et al.,
1994). Flankiert wird das Genom von nicht-codierenden 3 "Leader und 5 “Trailer Sequenzen,

die spezifische Verpackungssignale sowie den viralen Promotor der viralen Transkription
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und/oder Replikation der genomischen und antigenomischen RNA enthalten (Horikami and
Moyer, 1995). Zur Transkription bindet der Polymerasekomplex am 3 Ende des genomischen
RNP. Nach der Synthese und Termination einer kurzen RNA Leader Sequenz wird die
Transkription wieder aufgenommen. Sie startet am Anfang der N kodierenden Region und
geht bis zur intergenischen Stoppsequenz. Nach der Abgabe der mRNA wird die
Transkription der nachsten Region eingeleitet. Durch diesen Start-Stopp Mechanismus
werden nacheinander alle mRNAs erstellt. Da die Polymerase die Eigenschaft besitzt, an den
intergenischen Sequenzen die Transkription einzustellen ist die Wahrscheinlichkeit einen
kodierenden Bereich am 5°Ende zu erreichen um so geringer, je weiter Richtung 5 Ende die
Region liegt. Dieses fuhrt zu einem transkriptionellen Gradienten an mRNA. Diesen
Gradienten findet man dann auch entsprechend auf Proteinebene. Manchmal kommt es dazu,
dass der Polymerasekomplex an den intergenischen Sequenzen nicht stoppt und weiterlieft.
Dies fuhrt zur Enstehung bi- und trizistronischer, polyadenylierter Transkripte. Der Wechsel
von Transkription zur Replikation wird vermutlich durch die Verfugbarkeit von N Proteinen
gesteuert.

Innerhalb des P Genes werden zwei weitere Nicht-Strukturproteine kodiert: C (20kDa) und V
(46kDa) (Bellini et al., 1985). Das C Protein wird in einem separaten Leseraster kodiert, das

V Protein wird von einer ko-transkriptional editierten P mRNA translatiert.

1.8.1 Das virale RNP und nicht-Strukturproteine

Das Nukleokapsidprotein N (60kDa) umschliet vollstindig die genomische RNA und ist
dabei das Ziel der viralen Polymerase um die Transkription / Replikation zu starten. Findet
seine Expression ohne genomische RNA statt, aggregieren N Proteine im Zellkern sowie im
Zytoplasma und bilden dort Nukleokapsid dhnlichen Strukturen. Die Féhigkeit mit
phosphoryliertem P Protein stabile Komplexe zu bilden verhindert sowohl die Translokation
in den Kern (N besitzt ein eigenes Kernlokalisationssignal) als auch die Komplexierung mit
genomischer RNA wirend der Replikationsphase (Bankamp et al., 1996). Das N Protein
interagiert auch mit zelluldaren Proteinen. Eine Domine interagiert mit Hsp72 und spielt
moglicherweise eine Rolle fur den verstarkenden Effekt eines Hitzeschocks auf die MV
Replikation (Vasconcelos et al., 1998; Zhang et al., 2002). Direkte Interaktion des N Proteins
mit IRF-3 und IRF-3-assoziierten viral-aktivierten Kinasen ist eventuell an der Regulation der

Interferonproduktion wahrend einer Infektion beteiligt (tenOever et al., 2002).
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Das P Protein (72kDa) liegt in hoher Zahl in infizierten Zellen vor, wird aber nur in geringer
Zahl in Virionen verpackt. Es ist an den Serinresten 86, 151 und 180 phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung wird vermutlich durch die zellulare Casein Kinase II vorgenommen. Sie ist
essentiell fur die Funktion von P als Polymerase-Kofaktor. Ebenso wichtig fur die
Transkription als auch Replikation ist die Eigenschaft des P Proteins zusammen mit dem L
Protein stabile Komplexe zu bilden, wobei das L Protein offensichtlich von dieser Interaktion
stabilisiert wird. Weiterhin wird angenommen, dass das P Protein als Transaktivator die
Funktion von L reguliert (Horikami and Moyer, 1995).

Das V Protein, welches diffus in der Zelle verteilt vorliegt, wird von einer P mRNA
exprimiert die speziell editiert wird. Ein G Nukleotid wird an Position 751 nach drei
genomisch kodierten G Nukleotiden eingefugt (Cattaneo et al., 1989; Wardrop and Briedis,
1991). Da das V Protein die gleichen aminoterminalen 231 Aminosauren besitzt, ist es wie
das P Protein an den exakt gleichen Serinen phosphoryliert und damit auch in der Lage, durch
diese Domédnen mit dem N Protein Komplexe zu bilden. Es kann jedoch keine Komplexe mit

dem L Protein bilden (Liston and Briedis, 1995; Tober et al., 1998).

Das C Protein (28 kDa) wird ebenfalls von der P mRNA exprimiert indem ein Startkodon 19
Nukleotide hinter dem Startkodon fur P zum Translationsstart benutzt wird. Bis jetzt gibt es
keine Beweise, dass V oder C mit anderen MV Proteinen interagieren, eventuell interagieren
sie aber mit diversen zellularen Proteinen (Liston et al., 1995). Die Rolle der beiden Proteine
fur die Replikation der Masernviren selber ist nicht bekannt. Rekombinante Masernviren, bei
denen diese beiden Proteine unbrauchbar gemacht wurden, konnen in Zellkultur ohne
Probleme vermehrt werden (Radecke and Billeter, 1996). Vermutet wird aber, dass diese
Proteine in der Regulation der Transkription und/oder Replikation in speziellen Zelltypen eine
Rolle spielen bzw die Pathogenitat in vivo steuern (Escoffier et al., 1999; Patterson et al.,
2000; Valsamakis et al., 1998). Neuere Arbeiten zeigen, dall die Nicht-Strukturproteine von
MYV die Signalwegen von IFN-a/f3 und eventuell auch IFN-y storen (Palosaari et al., 2003).

Das L Protein (220 kDa) wird in infizierten Zellen in nur sehr niedrigen Mengen exprimiert
und ist auch nur in kleinsten Mengen in neuen Virionen zu finden. Es ist eine
mulitifunktionale RNA spezifische RNA Polymerase, die sowohl mRNA, replikative
Zwischenprodukte und genomische RNA produziert (Bankamp et al., 2002). Charakteristisch
sind drei konservierte Doméanen (D1, D2, D3) die durch variable Gelenkregionen (H1, H2)
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miteinander verbunden sind. Zur Interaktion mit dem P Protein sind die N-terminalen 408

Aminosauren des L Proteins notig.

1.8.2 Die Hiillproteine

Der RNP Komplex wird von einer Lipidhiille umschlossen welche zwei Glykoproteine
enthdlt: Das Hamagglutinin (H) und das Fusionsprotein (F), wobei diese als funktionale
Komplexe vorliegen. Beide Proteine sind auch auf der Oberflache infizierter Zellen zu finden.
Das H Protein ist fur das Anheften an die Zielzelle verantwortlich und hilft dem F Protein
beim Fusionsprozess. Man geht in Membrannidhe von einer Stabstruktur aus, welche dann in
eine distale globuldare Kopfstruktur ubergeht, die wiederum aus einer sechsflugeligen
Propellerstruktur besteht (Crennell et al., 2000). Von 13 stark konservierten Cysteinen
innerhalb der Ektodomane sind die Positionen 287, 300, 381, 394, 494, 579 und 583 essentiell
fur die Oligomerisation und die richtige Proteinfaltung. Aminosduren, die fur die
unterschiedlichen Interaktionen der verschiedenen Masernvirusstimmen mit ihren zelluldren
MYV Rezeptoren (CD46, CD150) verantwortlich sind, liegen ebenfalls in dieser Ektodoméne
(Bartz et al., 1996; Lecouturier et al., 1996). Zusatzlich zu der rezeptorbindenden Funktion
unterstiitzt das H Protein das F Protein auch bei der Fusion. Wahrscheinlich liegt das daran,
dass das H Protein fur einen zur Fusion optimalen Abstand zur Zielmembran sorgt und die
Interaktionen zur Fusion stabilisiert. Die zytoplasmatische Region des H Proteins ist noch fur
den Transport an die Zelloberflache verantwortlich und enthélt ein basolaterales
Lokalisationssignal fur polarisierte Zellen (Moll et al., 2001).

Das F Protein (Typ I Glykoprotein) wird als inaktives Vorlauferprotein von einer mRNA
synthetisiert, welche eine bis zu 585 Nukleotide lange, GC reiche und nicht kodierende 5°
Region besitzt. Man nimmt an, dass diese die Translationseffiziens beinfluBt (Wild and
Buckland, 1995). Das Protein ist glykosyliert, oligomerisiert und wird zur Oberflache
transportiert. Das Vorlauferprotein wird durch proteolytische Spaltung im trans-Golgi durch
eine Subtilisin-dhnliche Protease aktiviert. Es entsteht ein biologisch aktives Heterodimer aus
F,(40kDa) und F,(18kDa), das durch Disulfidbriicken verbunden ist. Eine zentrale Cystein-
reiche Region (aa 337-381) vermittelt die Interaktion mit dem H Protein (Fournier et al.,
1997). Homo- und Hetero-Oligomerisation beider Glykoproteine findet im ER statt. Die
Starke der F/H Interaktion und die fusogene Aktivitat des Komplexes werden noch durch den
zytoplasmatischen Teil, abhédngig von ihrer Interaktion mit dem M Protein reguliert.
Interessanterweise wird der zytoplasmische Teil der F1 Untereinheit (aa 33) wéhrend einer

persistenten Infektion haufig mutiert (Billeter et al., 1994).
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Das M Protein (37 kDa) wird von einer mRNA translatiert, welche eine 400 Nukleotid lange,
nicht-kodierende 3“Region enthélt (Bellini et al., 1986). In infizierten Zellen ist es mit dem
Nukleokapsidprotein und der inneren Seite der Plasmamembran assoziiert (Bellini et al.,
1994). Sowohl auf physischer als auch auf funktioneller Ebene wurde eine Interaktion des M
Proteins mit den zytoplasmatischen Enden der MV Glykoproteine gezeigt. Das M Protein
beeinfluB3t die fusogene Aktivitat des F/H Komplexes und fuhrt zur apikalen Verlagerung der
Glykoproteine und Virusfreisetzung in Epithelzellen (Plemper et al., 2002). Rekombinante
Masernviren, deren M Gen deletiert wurde, produzieren kaum neue Viren und unterstuitzen
damit die These, dass das M Protein fur diesen Prozesss notig ist (Cathomen et al., 1998).
Weiterhin beeinflusst es auch die MV Transkription negativ wenn es an den RNP gebunden
ist (Suryanarayana et al., 1994). In persistenten Infektionen sind haufig Mutationen im

Leseraster des M Proteins zu finden (Billeter et al., 1994).

1.9 Der Replikationszyklus

1.9.1 Rezeptor-Interaktion und Virusaufnahme

Die Expression von spezifischen Rezeptoren die mit MV-H interagieren konnen, stellt, neben
dem EinfluB zelluldrer Faktoren, die Grundlage fur den viralen Tropismus dar. Wahrend einer
naturlichen Infektion haben die Masernviren einen ausgepriagten Tropismus fur
hamatopoetische Zellen, konnen aber auch andere Zelltypen infizieren, z.B. Epithelzellen.
Daher sollte auf diesen Zellen ein Rezeptor zu finden sein. Dies ist auch der Fall fur den
ersten identifizierten MV Rezeptor, CD46 (Naniche et al., 1993). CD46 ist ein sog. ,,membran
co-factor protein® (MCP) und gehort zur Genfamilie der ,,regulators of complement* (RCA)
(Liszewski et al., 1991). CD46 wird auf allen Zellen exprimiert die einen Zellkern besitzen.
Durch alternatives Spleisen entstehen verschiedene Isoformen von CD46. Sie werden
gewebsabhingig produziert und sind alle in der Lage die MV Aufnahme zu unterstiitzen
(Buchholz et al., 1996; Johnstone et al., 1993). CD46 bindet die Komponenten C3b und C4b
des Komplementsystems uiber die SCR 3/4 Domane und verhindert somit die Anlagerung des
Komplements, welche sonst zur Zerstorung der Zelle durch dieses fuhren wiirde (Liszewski et
al., 1991). Die Infektion von Zellen mit MV fuhrt zur Herabregulation von CD46 (Bartz et al.,
1996; Schneider-Schaulies et al., 1996). Bei Nagern, die transgen CD46 exprimieren, sind
intracerebrale Infektionen, nicht aber periphere Infektionen moglich. Dies weilit darauf hin,
daBl unbekannte Faktoren (intrazelluldre Faktoren oder auch Interferon) die MV Replikation

einschranken. Es stellte sich auch bald heraus, da3 nur bestimmte Virusstimme in der Lage
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sind CD46 als Rezeptor zu nutzen. Dies sind hauptsachlich Impfstimme oder Wildtyp-
Stamme, die auf Verozellen adaptiert wurden. Die meisten lymphotropen Wildtyp-Stamme
und frische Isolate interagieren nicht mit CD46 und regulieren es auch nicht herab. Diese und
alle anderen Stimme binden uiber das H Protein an CD150 (ein CD2 ahnliches Molekil der Ig
Superfamilie) an der Zelloberfliche (Erlenhoefer et al., 2001; Tatsuo et al., 2000). CD150
wird von aktivierten und Gedachtnis- T und B Zellen, unreifen Thymozyten, nicht aber von
frisch isolierten Monozyten und unreifen Dendritischen Zellen exprimiert.

Fur das Binden von MV an CD150 ist die zweite V-ahnliche Dom#ne wichtig. Nach der
Infektion oder nach Interaktion mit H wird CD150 abreguliert. Die Grundlage fur
unterschiedliche Rezeptornutzung durch MV liegt auch an bestimmten Aminoséauren (as) des
H Proteins, besonders an as 481, as 546 und as 452 (Bartz et al., 1996). Ahnlich wie bei CD46
besitzt die zytoplasmatische Domane von CD150 Bereiche zur Signalweitergabe (Morra et al.,
2001).

Es ist unbekannt wie lymphotrope MV Stamme CD150-negative Zellen des Endothels, des
Epithels oder neurale Zellen infiziert (McQuaid and Cosby, 2002).Es gibt Hinweise auf
niederaffine Interaktion mit CD46 und zusatzliche unbekannte MV Rezeptoren (Manchester
et al., 2002). Das Vorhandensein eines MV Rezeptors bestimmt auch nicht alleine den
Gewebstropismus und die Anfélligkeit gegeniiber einer Infektion. Es spielen auch noch
zellulare Faktoren eine Rolle, besonders wichtig sind hierbei wohl der Aktivierungs- und
Entwicklungsstand der Zellen. So lassen sich z.B. mit dem an Nager angepaliten MV Stamm
CAM/RB neuronale Zellen von neugeborenen und noch saugenden Mausen infizieren. Bei
erwachsenen Tieren ist die Anfalligkeit gegenuber einer Infektion vom Inzuchtstamm der

Tiere abhéngig (Niewiesk et al., 1993).

1.9.2 Intrazellulare Replikation, Partikelzusammen- und Freisetzung

Wie alle Mitglieder der Mononegavirales repliziert MV ausschlieBlich im Zytoplasma. Die
MYV Transkription startet sobald sich der Polymerasekomplex an seinen Promoter am 3 Ende
des Genoms bindet (Parks et al., 2001). Die Tendenz des Komplexes an den intergenischen
Sequenzen von seiner Vorlage abzufallen und danach die Transkription wieder aufzunehmen
wird auch von zellularen Faktoren beeinflufit. Dies zeigt sich an den
Transkriptionsgradienten, die je nach Zelltyp unterschiedlich sein konnen (Schneider-
Schaulies et al., 1995). Im Replikationsmodus lieBt die Polymerase durch die intergenischen
Sequenzen und erstellt eine Kopie des viralen Genoms, das sog. Antigenom. Es ist Uiber die

gesamte Lange mit N Protein komplexiert. Die im Zytoplasma vorliegenden Antigenome
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dienen als Matrize fur die Produktion neuer Virusgenome. Zytoskelettkomponenten spielen
vermutlich eine Rolle im Transport der intrazellularen RNPs, die anfanglich im perinukleédren
Bereich entstehen und zur Zellmembran transportiert werden. F und H werden zur
Zellmembran transportiert und sammeln sich dort in ,,Lipid Rafts* an. Diese dienen wohl als
Plattform fur das Entstehen neuer Viren. Die Interaktion des M Proteins mit den
zytoplasmatischen Teilen der Glykoproteine reguliert die fusogene Aktivitat der
Oberflachenproteine (Cathomen et al., 1998). Diese Eigenschaft konnte fur die
Virusverbreitung von Zelle zu Zelle wichtig sein. In persistenten Infektionen des Gehirns wird
das M Leseraster haufig durch Mutationen zerstort, und das Fehlen des M Proteins konnte der
Grund fur eine verstarkte Zellfusion sein.

In diesen Faillen findet keine Produktion infektioser Viren statt. Der Mechanismus der
Virusfreisetzung ist weitgehend unbekannt. Es wird angenommen, dass die Aggregate des M
Proteins (zusammen mit Membran- assoziierten F/H Proteinen und RNP Komplexen) an der
Zellmembran die Fahigkeit besitzen die Membranstruktur zu beeinflussen. Dies konnte zur

Abschnurung von Membranteilen und somit zur Entstehung neuer Viren fuhren.
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1.10 RNA Interferenz

1.10.1 Einfuhrung RNA Interferenz

Doppelstrangige RNA (dsRNA) ist bei vielen Eukaryoten
ein wichtiger Regulator der Genexpression. Sie 10st
verschiedene Arten der Genabschaltung (,,Gen
Silencing®) aus, die im allgemeinen als RNA Interferenz
(RNAI) bezeichnet werden (Elbashir et al., 2001a). Eine
Schlusselstellung nimmt hierbei die Prozessierung von
dsRNA zu kurzen RNA Duplices von charakteristischer
GroBe und Struktur ein (Abb.2) (Elbashir et al., 2001b).
Zum ersten Mal wurde dieser Effekt in Pflanzen
beschrieben und dort als ,,post-transcriptional gene
silencing® bezeichnet (Watson et al., 2005). Der Effekt
wird von dsRNA unterschiedlicher Lange und aus
unterschiedlichen Quellen ausgelost. Die dsRNA wird
relativ schnell in kurze RNA Doppelstrange von 21-28
Nukleotiden Lange umgewandelt. Sie wiederum sind
dann fur die Erkennung, den Abbau bzw fur die Inhibition
der Translation dieser einzelstrangigen mRNA und/oder
von viralen Genomen/Antigenomen zustandig.

Je nach Quelle ihrer Herkunft unterscheidet man

zwischen drei RNA Strukturen: ,,short interfering RNA*

+Etrang ‘_._._.__,_..--"""—F—-

- Strang

siRNA

RISC

Aktivierter
RISC

Akt.RISC
schneidet
mRMNA

O-0-@ “\/

Geschnittene
mRNA

Abb.2: RNA Interferenz. dsRNA
wird von Dicer geschnitten und das
Produkt in den RISC aufgenommen.
Dieser bindet iiber diese Vorlage an
komplementire mRNA und
zerschneidet diese. Die Expression
des Zielgenes wird unterbunden.

(siRNA), ,,repeat-associated short interfering RNA* (rasiRNA) und ,,micro RNA* (miRNA)
(Sontheimer and Carthew, 2005). In naturlicher Umgebung kann dsRNA von RNA-

abhingigen RNA Polymerasen (z.B. bei Viren) oder durch das Hybridisieren von

uberlappenden Transkripten (z.B. von Transposons) entstehen. Doppelstrangige RNA dieser

Art fuhrt normalerweise zur mRNA Degradation. Zusatzlich fuhren endogene Transkripte

zwischen 20-50 bp Lange, die fast oder ganz komplementare invertierte Wiederholungen

besitzen, zur Ausbildung von Haarnadelstrukturen. Diese werden zu miRNA verarbeitet und

fuhren zur Translationsinhibition, wobei sie eventuell auch zur Degradierung der

komplementaren mRNA fuhren konnen. Zusitzlich kann dsRNA oder siRNA auch kunstlich

hergestellt werden und dazu benutzt werden in Zellkultur oder in vivo Gene auszuschalten.
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1.10.2 Prozessierung doppelstriangiger RNA

Kurze RNA Molekile entstehen schrittweise. Der Prozess wird durch die dSRNA spezifischen
RNase-III-Endonukleasen ,,Drosha“ und ,,Dicer” vermittelt (Hammond, 2005; Tomari and
Zamore, 2005). Um miRNA Vorlaufer zu verarbeiten wird spezifisch das Enzym Drosha
benotigt, nicht aber fur die Verarbeitung langer dsSRNA. MiRNA wird als langes Transkript
im Zellkern hergestellt, welches dann dort von Drosha bearbeitet wird. Die RNA wird dabei
U-formig gefaltet. Am 5 "Ende befindet sich ein Phosphat, am 3 Ende ein 2-Nukleotide langer
Uberhang. Viele Organismen besitzen mehr als ein Dicer-Gen, wobei die unterschiedlichen
Dicer-Proteine spezifisch dsSRNA aus unterschiedlichen Quellen bearbeiten(Lee et al., 2004).
Ein Beispiel dafur ist Drosophila melanogaster: Dicer-1 (DCR-1) bevorzugt zur Verarbeitung
miRNA Vorlaufer, Dicer-2 (DCR-2) wird fur lange dsRNA benotigt. DCR-2 ist stabil mit
dem R2D2 Protein gekoppelt, welches eine Bindungsdoméne (dsRBD) fur dsRNA besitzt,
und dieser Komplex assoziiert sich mit den siRNA Duplices. Die Verarbeitung von dsRNA zu
siRNA durch DCR-2 bzw den DCR-2/R2D2 Heterodimer ist ATP abhéngig und benotigt eine
RNA-Helikase Doméne. Das humane Enzym Dicer ist nicht ATP abhéngig, der Grund hierfur
ist unbekannt.

Vier Dicer dahnliche Proteine (DCL1-4) wurden bei Arabidopsis thaliana gefunden und drei
davon verarbeiten dsRNA aus unterschiedlicher Quellen. DCL-1 verarbeitet miRNA
Vorlaufer wobei es dazu zwei weitere Proteine benotigt: HEN-1 und HYL-1. DCL-2 wird
benodtigt um siRNA herzustellen, die von viraler RNA abstammt, und DCL-3, welches
zusammen mit HEN-1 zur Produktion rasiRNA benotigt wird. Bei C. elegans konnte bis jetzt
nur ein Dicer Enzym gefunden werden, das DCR-1 Protein. Man geht davon aus, dass bei C.
elegans und Saugern noch unbekannte Proteine existieren, die mit Dicer interagieren und

somit dSRNA aus unterschiedlichen Quellen nutzbar machen.

1.10.3 Der ,,RNA Silencing Complex‘‘ (RISC)

Die siRNA und miRNA Duplices assoziieren sich mit dem sog. ,,RNA Silencing Complex*
(RISC) (Tang, 2005). Dieser Komplex enthilt jeweils nur einen der beiden RNA Strange. Der
Proteinkomplex enthalt immer Proteine der Familie Argonaut (Ago), die vermutlich direkt
RNA binden (Meister et al., 2004). Verschiedene Formen dieses Komplexes wurden bisher
gefunden. Die Grofle der Komplexe variiert stark von 130-160 kDa und bis zu 500kDa bei
D.melanogaster. Vermutlich entstehen diese Proteinkomplexe nicht durch die

Oligomerisierung von verschiedenen RISC, sondern wohl eher durch transiente
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Wechselwirkung von RISC mit anderen Proteinen die fur die Verarbeitung von dsRNA
zustandig sind wie Dicer/R2D2 oder andere, noch unbekannte Proteine.

Die Aktivitait von RISC ist ATP abhingig. Eventuell wird diese Energie benotigt um
siRNA/miRNA Komplexe zu trennen und Strukturumlagerungen durchzufuhren. Mogliche
Kandidaten, die diese Prozesse durchfuiihren, sind RNA Helikasen. Mehrere ATPasen spielen
dabei eine Rolle, wobei bisher nur eine naher charakterisiert wurde, namlich die DEAD-box
RNA Helikase ,,Armitage®. Sie wird von D. melanogaster nach der Dicer Prozessierung fur
die Zusammensetzung des RISC benotigt.

Im Rahmen der Identifizierung von wirksamen siRNA Duplices wurde festgestellt, dass die
Sequenz der Duplices Einfluss auf das Verhdltnis von Plus- (gleiche Sequenz wie das
Zielgen) oder Negativ-Strang (komplementare Sequenz zum Zielgen) hat, der in den RISC
eingebaut wird. RNA Duplices die zu einer starken Herabregulation des Zielgens fuhren
haben eine reduzierte Thermostabilitiat des 5’Endes des Negativ-Strangs. Eventuell ermoglicht
diese Anordnung, dass die Trennung der Strange an dieser Seite einfacher ist bzw eine hohere
Zugénglichkeit besteht. Somit wiirde dann der eine Strang des RNA Duplices bevorzugt in
den RISC eingebaut.

Die einzelstrangige siRNA/miRNA ist extrem fest mit dem Ago Protein verbunden. Ago
Proteine haben eine Molekulare Masse von ca 100 kDa und enthalten zwei konservierte
Dominen: PAZ (Piwi-Argonaut-Zwille) und PIWI. Man nimmt an das die PIWI Doméne mit
Dicer interagiert. Kristallstrukturanalysen zeigen, dass die PIWI Domine starke Ahnlichkeit
mit Mitgliedern der RNase H Familie teilt. Da RNase H den RNA Strang von RNA-DNA
Duplices schneidet wird angenommen, dass das Ago Protein die RNA von RNA-siRNA
Komplexen schneidet (Liu et al., 2004). Auch wird angenommen, dass die PAZ Domine zur
Interaktion zwischen Ago und Dicer dient, da die PAZ Domine ebenfalls bei vielen Dicer-
RNase Enzymen vorkommt und Ago Proteine mit Dicer koimmunprézipitiert werden. Weitere
Studien fuhren zu der Ansicht, dass PAZ speziell den Terminus der siRNA/miRNA Duplices
erkennt, besonders die typischen 2 Nukleotide langen Uberhdnge am 3“Ende. Diese
Interaktion zwischen den RNA Duplices und PAZ stellt sicher, dass keine anderen,

unbeteiligten RNA Molekile in den RISC eingebaut werden konnen.
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1.10.4 mRNA Abbau und Inhibition der Translation

Der in den RISC eingebaute RNA Einzelstrang fuhrt dazu, dass komplementire mRNA
erkannt und geschnitten wird. RISC schneidet die Ziel-RNA dabei in der Mitte der
komplementaren Region, wobei dieser Vorgangs kein ATP benotigt. Das wiederholte
Schneiden der Ziel-RNA erfordert aber, dass die alte mRNA wieder freigegeben wird und
dies funktioniert effizienter wenn ATP vorhanden ist. Diese ATP abhiangige Verbesserung des
Vorgangs lasst darauf schlieBen, das eventuell RNA Helikasen beteiligt sind. Diese
beschleunigen vielleicht die Freigabe der mRNA aus dem RISC oder reorganisieren den
Komplex in eine andere Form. RISC besitzt ganz offensichtlich Endonukleaseaktivitit, die
Fahigkeit kann aber bis jetzt nicht eindeutig einem Protein zugewiesen werden. Die
Hydrolyse der Ziel-RNA erfordert Magnesium Ionen und @hnelt damit dem Mechanismus,
mit dem Dicer dsSRNA schneidet. Die kleine Masse eines minimal aktiven RISC spricht aber
gegen eine Beteiligung von Dicer in diesem ProzeB. Aus mechanistischen Griinden kann auch
die Tudor-SN Nuklease als verantwortliches Enzym ausgeschlossen werden. Moglicherweise
besitzen die Ago Proteine Nukleaseaktivitat. Ungeklart bleibt aber auch in diesem Fall warum
nur manche Ago Proteine diese Nukleaseaktivitat aufweisen (humanes Ago2), wahrend
andere Ago Proteine (humanes Agol und 3) dies nicht tun, obwohl sie die dafur notigen
Dominen durchaus besitzen. Der genaue Mechanismus bleibt also ungeklart.

Der Mechanismus der miRNA induzierten Translationshemmung ist weitgehend unbekannt.
Die Ziel-RNA enthdlt in ihrer 3” nicht kodierenden Region (3°'UTR) mehrere
Erkennungssequenzen fur die miRNA. Sowohl miRNA als auch die zugehorige mRNA
wurden mit Polyribosomen assoziiert vorgefunden. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
miRNA das Voranschreiten der Elongation wahrend der Translation blockiert, weniger den
Translationsstart. Was die Sache erheblich kompliziert ist der Tatbestand, dass miRNA auch
als siRNA, und siRNA wiederum auch als miRNA dienen kann (Doench et al., 2003; Zeng et
al., 2003). Dies wurde 0fters damit begriindet, dass der Grad der Sequenzubereinstimmung
zwischen siRNA/miRNA und der Ziel-mRNAdie Grundlage fur den weiteren Verlauf, also
Abbau oder Translationshemmung, ist. Eine Alternative besteht in der Annahme, dass dSRNA
mit Proteinen einen Komplex bildet und das die Zusammensetzung dieses Komplexes den
weiteren Vorgang definiert. Dieses Model wiirde auch teilweise erklaren, warum eine gewisse
Redundanz der Ago Protein-Familie existiert. Moglicherweise sind beides Prozesse die

gleichzeitig zur Kontrolle der Genexpression verwendet werden.
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1.10.5 Regulation der RNA Interferenz

RNAIi kann die Genexpression regulieren, unterliegt aber auch selber einer Regulation. So
benotigt zum Beispiel die systemische Genabschaltung bei Pflanzen und Nematoden, die
durch eine Weitergabe des Signals zwischen den Zellen erreicht wird, eine spezielle Gruppe
von Proteinen, den sog RNA-abhiangigen RNA Polymerasen (RdRP). Man geht davon aus,
dass RdRP den Silincing-Effekt verstarken, indem sie dsRNA der Ziel-mRNA oder ihrer
Spaltprodukte herstellen. Bei D.melanogaster und Vertebraten existieren nachweislich keine
Proteine, die analog zu den RdRP sind, und es kommt hier auch nicht zu einer Verstarkung
der Genabschaltung.

In vielen Organismen ist dsSRNA ein Teil der Immunantwort gegen RNA Viren und
transposable Elemente. Manche Viren produzieren Genprodukte, die die RNA Interferenz des
Wirts storen. Sie stellen dazu dsRNA bindende Protein her, die mit den Komplexen bzw
Prozessen der RNAI1 der Wirtszelle interferieren und diese storen. Ein Beispiel ist das p19
Suppressorprotein des Tombus-Virus, das mit 21bp langen siRNA Duplices assoziiert.
Andere Mechanismen der RNAIi Inhibition zielen auf den RISC ab oder unterbinden das
Signal zur systemischen Genabschaltung.

Doppelstrangige RNA dient nicht nur Dicer, sondern auch dsRNA-spezifischen Adenosin-
Deaminasen, welche Adenosin in Inosin umwandeln, als Substrat. Werden nun
doppelstrangige RNAs in dieser Art editiert, konnen sie von Dicer nur schlecht oder gar nicht
mehr verarbeitet werden. Ein anderer negativer Regulator ist ERI-1 (es besitzt
Exonukleasedomiénen) bei C.elegans. Er wird spezifisch in Neuronen exprimiert, und knock-
out Mutanten fur ERI-1 fuhren zu erhohter RNA Interferenz in den Neuronen, wobei

biochemische Analysen darauf hinweisen, das ERI-1 siRNA als Substrat nutzt.

1.10.6 Anwendungsbereiche der RNA Interferenz

Die Entdeckung der RNA Interferenz stellt sicherlich einen Meilenstein im Bereich der
biologischen Forschung dar. Die RNA Interferenz ermoglicht nicht nur vollig neue
Mboglichkeiten, um die Funktion von Genen zu analysieren, sondern stellt auch ein groBes
Potential dar, das therapeutisch genutzt werden kann (Sioud, 2004).

Nach der ersten Beschreibung von RNAI in Saugerzellen wurde relativ schnell begonnen, die
RNA Interferenz zur Therapie gegen Krankheiten einzusetzen. Vorteil hierbei ist die starke
und spezifische Abschaltung von Genen, bzw deren Produkte. Mogliche Ziele sind Onkogene,
Wachstumsfaktoren und Einzel-Nukleotid Polymorphismen. Ebenfalls besteht die

Mboglichkeit, RNAi zur Therapie von Viruserkrankungen einzusetzen. Bisher wurde RNAi
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erfolgreich eingesetzt, um HIV, Influenza A, das West Nil Virus, Hepatitis B und C Virus und
das Respiratorische Synzytial Virus (RSV) zu inhibieren (Kumar et al., 2006; Song et al.,
2003; Ying et al., 2003). Versuche mit Mausen haben bereits gezeigt, dass siRNA auch gegen
virale Pathogene in vivo funktioniert (Morrissey et al., 2005).

Mit der in vivo Applikation sind aber noch offene Fragen verbunden, die genauer untersucht
werden mussen. So mufl siRNA in den meisten Féllen gewebsspezifisch eingesetzt werden, da
die Pathogene aufgrund ihres Tropismus nur bestimmte Organe befallen. Es muf
sichergestellt werden, dass die siRNA das Zielorgan erreicht und dort in genuigend hoher
Konzentration vorliegt, um das Zielprotein abzuschalten. Auch ist bekannt, dass eigentlich
spezifische siRNAs manchmal unspezifische Effekte hervorrufen, so daB3 auch die Expression
anderer Proteine beeinfluBit werden kann (sog. ,,Off-Target Effect*) (Lin et al., 2005). Diese
entstechen wohl durch Abbau oder Translationshemmung von Proteinen, die eine dhnliche
Nukleotidsequenz besitzen wie die eigentlichen Zielgene. Solche Effekte sind naturlich
unerwinscht, da sie negative oder toxische Effekte verursachen konnten. Auch ist nicht
bekannt welche Effekte auftreten, wenn die zelluldire RNA Interferenz Maschinerie, die ja im
naturlichem Umfeld ein Mechanismus zur Kontrolle der Genexpression darstellt, durch

Fremd-siRNA belegt oder eingeschrankt wird.
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1.10.7 Methoden zur siRNA Expression

Um kunstlich RNAi zu induzieren, muf} siRNA, die spezifisch fur das Zielgen ist, in die Zelle
kommen. Dazu gibt es zwei Wege: 1) die Transfektion von in vitro hergestellter siRNA, 2)
durch interne Expression von siRNA, die entweder auf Plasmiden oder von viralen Vektoren
kodiert wird, die sog. shRNA (,,Short Hairpin RNA*). In Abb.3 ist schematisch dargestellt,
wie siRNA in vitro biochemisch hergestellt werden kann: Es besteht die Moglichkeit DNA-
Zielsequenzen mit einem T7 RNA Promoter auszustatten und von einer DNA Vorlage dsRNA
herzustellen. In diesem Prozefl konnen entweder nur kurze RNA Duplices entstehen, so dass
die siRNA aus einer homogenen Mischung gleicher siRNA besteht, oder es wird lange
dsRNA hergestellt, die mit Dicer in vitro verdaut wird. So ensteht eine Mischung von

heterogenen siRNA (Ji et al., 2003).

A: B:
.
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Abb.3: Schematische in vitro Produktion von siRNA. A: Von DNA Oligomeren werden
mittels eines T7 RNA Promoters RNA Transkripte hergestellt. Die komplementiren RNA
binden aneinander und bilden kurze siRNA Duplices. Sie sind alle spezifisch fur die gleiche
Zielsequenz. B: Ein PCR Produkt der Zielsequenz mit T7 RNA Promotoren wird von einer
DNA Vorlage hergestellt. Das Produkt kann zwischen 150 und 1500bp lang sein. Es werden
von dieser Vorlage dsRNA transkribiert und mit Dicer verdaut. Es entsteht eine Mischung
von 18-25bp langen siRNA Duplices, die jeweils einen Teil der Zielsequenz erkennen.

Zum zweiten besteht die Moglichkeit, siRNA von einer Expressionkassette zu exprimieren,
die Teil eines Plasmids oder viralen Vektors ist. Abb.4 zeigt den Aufbau einer solchen
Kassette. Unter der Kontrolle eines RNA Polymerase Promoters, iblich sind dabei der U6
oder H1 Promoter, wird ein RNA Transkript erstellt. Es besteht aus der siRNA-Zielsequenz
(19bp), einer Haarnadelsequenz, der komplementiren siRNA Sequenz (19bp) und einer

Terminations-Sequenz (3-4 bp). Die komplementaren Sequenzen binden aneinander und
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bleiben durch die Haarnadelstruktur verbunden. In dieser Form werden die sShRNA vom RISC
erkannt und aufgenommen, so dass es zur RNAi des Zielgens kommt (Hannon and Conklin,

2004).

LE ader HI Haarmadel- .
Froroter Struktur Terminator
siRMA Fusstrang sifMA Megativtrang
siR kA Pusstrang uc
v P'.ﬁ. Hazarmadel-
uM I G Stuktur
Tha siRMA Megativetang aon
Terminator

Abb.4: Schematischer Aufbau einer shRNA Expressionskassette. Unter der Kontrolle
eines RNA Polymerase Promoters wird ein RNA Transkript erstellt. Es enthialt die
siRNA Zielsequenz, eine Haarnadel-Struktur Sequenz, die komplementare siRNA
Sequenz und einen Terminator. Das Transkript fugt sich zu einer sog shRNA
zusammen. Diese wird von dem RISC erkannt und es kommt zu RNAIi des Zielgens

Die Haarnadelstruktur selber kann mafgeblich fur die Effizienz der shRNA sein, und in
neueren Arbeiten wurde die klassische Struktur (UUCAAGAAG) gegen andere Haarnadel-
Strukturen ausgetauscht (z.B.: CUGUGAAGCCACAGAUGGG). Diese Sequenzen basieren

auf Haarnadel-Strukturen, die bei natuirlicher miRNA auftauchen (Boden et al., 2004).

1.10.8 Der lentivirale Vektor pL13.7

Retrovirale Vektoren sind in den letzten Jahren bevorzugt bei gentherapeutischen Ansétzen
verwendet worden. Sie sind meist von murinen Leukdmieviren (MLV) abgeleitet, welche nur
sich teilende Zellen infizieren konnen. Fur die Behandlung von neurodegenerativen
Erkrankungen sind deshalb lentivirale Vektoren etabliert worden, um post-mitotische Zellen
wie Neuronen, effizient infizieren zu konnen (Wong et al., 2005). Lentivirale Vektoren sind
vom humanen Immundefizienzvirus (HIV) abgeleitet (Loewen and Poeschla, 2005). Hierzu
wurden die viralen Gensequenzen durch ein Transgen erstetzt. Bei der Herstellung der
Vektoren in Zellen sind deshalb entsprechende Helferplasmide notwendig, welche die viralen
Proteine fur die Verpackung des Vektors exprimieren. Die entstandenen rekombinanten

Vektoren werden uber ihre Oberflichenproteine an die Zielzelle absorbiert, die Capside
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werden in das Zytoplasma aufgenommen, die transgene RNA wird in doppelstrangige DNA
uberschrieben und in das Wirtszellgenom integriert. Der Vorteil ist eine stabile Integration des
therapeutischen Fremdgens, welches bei der Teilung auf die Tochterzellen weitergegeben
wird. Nachteilig ist die unspezifische Integration von Retroviren. Bei therapeutischen
Strategien sind bisher hauptsichlich lentivirale Vektoren, die neurotrophe Faktoren
exprimieren, im Tiermodell erfolgreich eingesetzt worden. Verschiedene Strategien fur die

Expression von RNA1 zur Herabregulation von Zielproteinen werden getestet.

b - o RRE __ - LIR
TR Vlﬁ,?l & ENV .

i i
: TAT j’,
SD REV

B:

RAE polyA RSV polyA

D:  Rsv-Rev

pRRL.SIN-18 pMD.G

Abb.5: Schematische Darstellung eines kompletten Lentivirus und der vier Helferplasmide
zur Herstellung von selbst-inaktivierenden (sin) lentiviralen Vektoren (A-D). Siehe auch
Rubinson et al., Nature Genetics.

Die viralen LTRs, die Leserahmen der viralen Gene, die 5 Spleiss-Donorstelle (SD), das
Verpackungssignal (Psi) und das RRE (,,Ref Responsive Element*) sind als Rechtecke
dargestellt. Fur die Herstellung des Vektors sind vier DNA Helferplasmide notwendig (Fig.5).
pMDLg/pRRE exprimiert die gag und pol Gene unter Kontrolle des artifiziellen CMV
Promoters und Intron und poly A Sequenzen des humanen B-globin Gens. Da die Transkripte
von gag und pol cis-aktive Sequenzen enthalten, werden sie nur exprimiert, wenn sie durch
die Bindung von Rev an RRE in den Kern transportiert werden. Alle weiteren Gene wurden
deletiert oder ersetzt. Das zweite Plasmid, RSV-Rev exprimiert Rev. Auf dem dritten Plasmid
PRRL.SIN sind cis-Elemente von HIV und die Expresionskassette fur das Transgen (in dieser
Arbeit eine Kassette die ShRNA exprimiert, siche Abb.4) enthalten. Die urspringlichen LTRs

sind verandert worden. Das 5°’LTR enthalt einen artifiziellen RSV Promotor anstelle der U3,
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um eine Tat-unabhangige Transkription zu ermoglichen. In der 3'LTR Sequenz ist die U3
Region deletiert, welche die TATA Box enthilt. Somit entsteht ein Vektor, der sich nach einer
Transduktion von Zellen selbst inaktiviert, denn die TATA Box ist als Template fur die LTRs
des integrierten Provirus nicht mehr vorhanden. Das vierte Plasmid pMD.G kodiert fur ein
heterologes Oberflachenprotein des Vesikular Stomatitis Virus (VSV), um dem Vektor einen

veranderten Tropismus zu verleihen.

1.11 Ziele der Arbeit

Die Technik der RNA Interferenz (RNAi) kann in verschiedenen Bereichen angewandt
werden: Zur Analyse von Genfunktionen und als antivirales Agens. Masernviren konnen zu
persistenten Infektionen des ZNS fuhren, die meist schwere und todliche Krankheitsverlaufe
nach sich ziehen. Therapeutische Ansitze sind dabei von grolem Interesse, besonders weil es
bis heute keine geeigneten Behandlungsmethoden fur solche Patienten gibt. Deshalb sollte
untersucht werden, ob RNA Interferenz als antiviales Agens gegen Masernviren eingesetzt
werden kann. Es wurden alle sechs Gene als Ziel der RNA1 ausgewihlt, wobei die Proteine
von besonderem Interesse waren, die Teile der viralen Polymerase und des RNP-Komplexes
bilden, also das Nukleokapsid-, das Phospho- und das Large-Protein.

Die erste Aufgabe bestand darin, das System der RN A1 gegen Masern zu etablieren. Dazu soll
mittels dem Enzym Dicer (RNase-III) fur jedes der sechs Masernvirusgene eine Mischung
heterogener siRNAs hergestellt und ein Versuchsaufbau etabliert werden, der effektiv zur
RNA Interferenz fuhrte. Danach sollen die Effekte der siRNA abhédngig von ihrem Zielgen

untersucht und charakterisiert werden.
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2.Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Falls nicht gesondert angegeben wurden die Chemikalien von Applichem(Darmstadt) und

Sigma / Fluka (Deisenhofen) erworben.

Agarose Qbiogen/Invitrogen
APS (Amoiniumpersulfat)

Bis/Acrylamid

Bromophenolblau

CaCl,

DAPI (47, 6-Diamidino 2-Phenylindole, Dihydrochlorid) MoleculareProbes
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt BD

Hexansaure

Isopropanal

KCL

KH,PO,

Methanol

Mg(Cl,

Moviol

Na,HPO,

NaCl

PFA (Paraformaldehyd)

SDS (Natriumlaurylsulfat)

3-Mercaptoethanol

TEMED (N, N, N“; N” - Tetramethylendiamin)

Tris (Tris-Hydroxymethylaminomethan)

Triton X-100

Trypton ICN Biomedicals
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Tween

2.1.2. Antibiotika

Ampicilin Stammlosung 100 mg/ml
Penicilin Stammlosung 50 mg/m
Streptomycin Stammlosung 50 mg/ml
2.1.3. Enzyme

Restriktionsenzyme: MBI Fermentas oder New England Biolabs

Polymerasen: TT RNA Polymerase von MBI Fermentas; Taq Polymerase von Amersham;

MMLV Reverse Transkriptase, RNaseH von Promega, SYBR Green PCR Mix von BioRad

DNA- Modifizierende Enzyme: T4 DNA Ligase und Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) von
MBI Fermentas

2.1.4. Kits
,»RNeasy Kit* (RNA Gewinnung/Aufreinigung), ,,QiAquick Nucleotid Removal Kit*,
,Plasmid Mini/Midi Kit“. Alle Kits von Qiagen.

2.1.5. Transfektionsreagenzien
Fur Plasmid DNA: ,,Lipofectamin2000%, Invitrogen
Fur siRNA: ,,HiPerFect", Qiagen

2.1.6. GroBen- und Langenstandarts
1kb Ladder; MBI Fermentas
50 bp Ladder; MBI Fermentas

Proteinladder ,,PageRulerTM“, Prestained Protein Ladder; MBI Fermentas

2.1.7. Antikorper und Antiseren
Primarantikorper (alle Maus-Monoklonal); Falls nicht anders angegeben aus der eigenen
Arbeitsgruppe:

F227 (anti MV Nukleokapsid N)

P3 (anti MV Phosphoprotein P)
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MABS8910 (anti MV Matrixprotein M); Chemicon
A504 (anti MV-F)

K83 (anti MV-H)

MAB143 (Mx)

Sekundérantikorper:
Ziege anti Maus FITC, Dianova
Kaninchen anti Mause HRP, Dianova

Ziege anti Maus HRP, Dianova

2.1.8 Oligonukleotide

Die Primer enthalten am 5” Ende die Erkennungssequenz der T7 RNA Polymersase gefolgt
von der Virus-spezifischen Sequenz (5-taatacgactcactatagg-........ -3):

PSC-N: Frw 5-acccattacatcaggatccggt-3, Rev 5-tgaaaagtattggtccgecteat-3

pSC-P: Frw 5-acccaatgtgctcgaaagtc-3, Rev 5-ggcctgaatctetgectatg-3

pSC-M: Frw 5-agagtcatagatcctggtctaggeg-3, Rev 5-ctcaggaagttgctctgtattgtcg-3

pCG-F1: Frw 5-gtgcaagctacaaagttatgactcgtt-3, Rev 5-tcacaagatagttggttcatagacggt-3
pCG-HS: Frw 5-tgtctctgagettgatcgggtt-3, Rev 5-aagtctaacagggacagcgacatg-3

pEMC-La: L1 Frw 5-cctcaaaaaggggaattcgct-3, Rev 5-ttcatcagaaaaccegttttgg-3

pEMC-La: L2 Frw 5-gcaaggtttgtcctgatcca-3, Rev 5-ggacctcaaggccgtaaata-3

Primer fur die Realtime PCR:

MV-N: Frw: 5-ccctetgetetggagetatg-3; Rev: 5-gecaatgtggaactgacctt-3

MV-P: Frw: 5-atcagacaacccaggacagg-3; Rev: 5-agtgcttgatgcctggagat-3

MV-M: Frw: 5-gagcaacttcctgaggcaac-3; Rev: 5-ttgtgcatggagagtcttge-3

Masern Genom: Frw: 5-gagaaacagattattatgacggg-3; Rev: 5-caaagctgggaatagaaact-3

Hamster GAPDH: Frw 5-gtattggacgaatggttacca-3; Rev: 5-ggtagagtcatactggaacatgtagacc-3

Primer zu Insert-Uberprufung bei pLL 3.7:
,»Colonyprimer 5°(31)“: 5-aggaaactcaccctaactgtaa-3

,Colonyprimer 3°(32)“: 5-cggccgcttaagcttggaac-3

siRNA Construction Kit, Sequenzen fur:

L#1: gtaaagagtctcaacatgt
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L#2: gattcgagctttgacccat.

pLL 3.7 Primer (sShRNA Kassette):
L#1(+):tgtaaagagtctcaacatgtttcaagagaacatgttgagactctttacttttttc
L#1(-):tcgagaaaaaagtaaagagtctcaacatgttctcttgaaacatgttgagactctttaca
L#2(+):tgattcgagctttgacccatttcaagagaatgggtcaaagctcgaatcttttttc

L#2(-):tcgagaaaaaagattcgagctttgacccattctcttgaaatgggtcaaagetcgaatca

2.1.9 Bakterien
E.coli XL-10 Gold, Invitrogen

2.1.10 Zellinien

Vero: Nierenfibroblastenzellinie (Afrikanische griine Meerkatze)

B95a: EBV-transformierte Affen-B-Zellinie

BJAB: Lymphoblastoide B-Zellinie, Human

CHO 5.3: Zellen aus den Ovarien des chinesischen Hamsters, exprimieren stabil CD46

CHO-SLAM: Zellen aus den Ovarien des chinesischen Hamsters, exprimieren stabil CD150

2.1.11 Medien
Bakterienmedium:
LB: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

mit H,O auf 11 auffullen und autoklavieren

LB-Agar: LB-Medium +1,5 % (w/v) Agar, autoklavieren. Antibiotika werden erst

zugegeben, wenn die Temperatur der Losung unter 50°C gefallen ist

Zellkulturmedium:
MEM Medienkiiche, Institut
FCS Biochrom AG, Berlin
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2.1.12 Plasmide

Name: Enthilt:

pSC-N (Nukleokapsid)
pSC-P (Phospho-Protein)
pSC-M (Matrix-Protein)
pCG-F1 (Fusions-Protein)

pCG-H5 (Haemagglutinin)
pEMC-La (Large-Protein)

2.1.13 Puffer
Agarose Gelelektrophorese Laufpuffer:
50xTris-Acetat-EDTA (TAE): 242 g Tris, 57,1 ml konz. Essigsaure, EDTA 18,6 g, H,O ad 11

6x Probenpuffer: Bromphenolblau 0,25%, Xylencyanol 0,25%, Glycerol 30%

Tricine-SDS-Protein-Polyacrylamidgelelektrophorese:

10xLaufpuffer: 10 g SDS, 144 g Glycin, 30 g Tris, H,O ad 11; pH 8,7

Blotpuffer I: 36,34 g Tris, 200 ml MetOH, H,O ad 11; pH 10,7

Blotpuffer II: 3 g Tris , 200 ml MetOH, H,O ad 11; pH 7,4

Blotpuffer III: 5,25 g Aminocapronsaure, 2 g Tris, 200 ml MetOH, H,O ad 11; pH 9,4

4xProteinlaufpuffer (gleichzeitig auch Lysisbuffer): 2 ml 1M TrisCL pH 6.8, 0,8 g
SDS, 4 ml10% Glycerol, 0,4 ml 14,7M B-Mercaptoethanol, 8mg Bromophenolblau

Zellkultur:

ATV: NaCl 137 mM, KClI 5,4 mM, D-Glukose 5 mM, NaHCO; 70 mM, Trypsin 500 mg/l,
Versene 200 mg/1

PBS: NaCL 137 mM, KC1 2,7 mM, NaHPO,x7H,0 4,3 mM, KH,PO, 1,4 mM, CaCl, 1,5
mM, MgCl, 1 mM

Einfriermedium: 90% Fotales Kalberserum (FCS) und 10% DMSO
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur

Die Zellen werden bei 37°C und 5% CO2 in Zellkulturflaschen gehalten. Sobald die Zellen
einen konfluenten Monolayer bilden mussen sie gesplittet werden. Das Medium wird
verworfen und die Zellen ca. 4 min in ATV Losung belassen. Dadurch losen sich die Zellen
ab. Die suspendierten Zellen werden mit dem gleichen Volumen Zellkulturmedium gemischt
und bei 200 g/5 min/RT abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die Zellen in
frischem Medium verduinnt und in neue Zellkulturflaschen ausgesit.

CHOS5.3, 293T sowie Vero Zellen wurden in MEM 10%FCS, 120 mg/ml P/S; BJAB Zellen in
RPMI 1640 10%FCS, 120 mg/ml P/S kultiviert.

2.2.1.2 siRNA Transfektion mit HiPerFect

Am Tag der Transfektion werden in einer 24-Loch Platte 4,5x10%*4 Zellen/500 ul pro Napf
ausplattiert. 0,4 ug siRNA werden in 100 ul Serum freien Medium verdunnt und kurz
gevortext. Es werden 2 ul HiPerfect dazugegeben und wieder kurz gevortext. Die Mischung
wird fur 7 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich Transfektionskomplexe bilden

konnen. Danach wird die Mischung zu den ausplattierten Zellen dazugetropft.

2.2.1.3 DNA Transfektion mit Lipofektamin 2000

Ein Tag vor der Transfektion werden die Zellen so ausplattiert, dal am folgenden Tag die
Dichte der Zellen bei ca. 90-95% liegt. Die DNA wird in serumfreiem Medium verdunnt und
mit Lipofectamin 2000 gemischt (je nach NapfgroB3e verschiedene Mengen z.B.: in einer 24-
Loch Platte pro Napf 0.8 ug DNA und 1 wl Lipofektamin in 100 wl Medium). Die Mischung
wird kurz gevortext und dann fur 20 min bei RT inkubiert, damit sich Transfektionskomplexe

bilden konnen. Die Mischung wird danach auf die ausplattierten Zellen aufgetropft.

2.2.1.4 Einfrieren/Auftauen von Zellen

Zellen werden mittels ATV Losung abgelost und bei 200 g/5 min/RT abzentrifugiert. Die
Zellen werden danach in Einfriermedium resuspendiert (90% FCS, 10% DMSO) und in
Kyrorohrchen gegeben und bei —80°C fur 24h eingefroren. Danach werden die Zellen fur die

langere Lagerung in flussigen Stickstoff verbracht.
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Zum Auftauen der Zellen wird das Kyrorohrchen in warmen Wasser (37°C) aufgetaut. Es
wird frisches Medium dazugegeben und die Zellen bei 200 g/5 min/RT abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und die Zellen erneut in frischem Medium resuspendiert. Die

Zellen werden dann in eine Zellkulturflasche iiberfuhrt und bei 37°C und 5%CO?2 kultiviert.

2.2.1.5 Viruspraparation

Masernvirus, Edmonston Stamm: Vero Zellen werden in groBen Zellkulturflaschen (175¢m?)
bis zu einer Dichte von ca. 80% kultiviert. Die Zellen werden mit MV Edmonston mit einer
MOI von 0,01 infiziert. Bis zur maximalen Synzytienbildung werden die Zellen bei 37°C,
5%CO2 gehalten. Zur Virusprdparation wird das Medium bis auf einen Rest (ca. 5ml)
abgezogen. Die Zellen werden mittels eines Zellschabers abgelost und in Losung gebracht.
Diese Losung wird bei —80°C eingefroren und danach wieder aufgetaut. Durch das Einfrieren
werden die Zellen zerstort und die viralen Partikel freigestetzt. Zelltrummer werden bei 1500
g/15 min/4°C abzentrifugiert und der Uberstand als Virusvorrat aliquotiert (Lagernung bei

—80°C). Die Viruskonzentration wird uiber einen Plaquetest bestimmt.

Masernvirus, WTFb Stamm (Wildtyp): Es werden 1x10*8 BJAB Zellen mit einer MOI von
0,01 mit Masernvirus WTFb infiziert. Die Zellen werden in einer sog. ,,Roller-bottle* bei
37°C, 5%CO kultiviert. Nach mehreren Tagen ist die Infektion soweit fortgeschritten, dass
nun keine Einzelzellen mehr, sondern nur Riesenzellen zu finden sind. Die Zellen werden bei
200 g/5 min/RT abzentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf einen kleineren Rest (Sml)
verworfen. Die Zellen werden resuspendiert. Diese Losung wird bei —80°C eingefroren und
danach wieder aufgetaut. Durch das Einfrieren werden die Zellen zerstort und die viralen
Partikel freigestetzt. Zelltrummer werden bei 1500g/15min/4°C abzentrifugiert und der
Uberstand als Virusvorrat aliquotiert (Lagerng bei —80°C). Die Viruskonzentration wird uber

eine Endpunkttitration oder Plaquetest auf Vero-SLAM Zellen bestimmt.

2.2.1.6 Titerbestimmung der Viruspraparation mittels Plaquetest

Zur Titerbestimmung wird eine 1:10 Verdunnungsreihe des praparierten Virus hergestellt. Mit
den Virusverdiunnungen werden Vero Zellen infizierten. Diese werden so ausplattiert, dass sie
bei der Infektion ein Dichte von ca. 90% haben( 6-Loch Platte). Die Infektion wird fur eine
Stunde durchgefuhrt. Danach wird das Medium abgezogen und die Zellen mit Softagar
(37°C) uberschichtet. Nach Erstarren des Softagars werden die Zellen invers bei 37°C,
5%CO?2 fur 5-6 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit haben sich Plaques gebildet (Punktformige
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Bereiche in denen das Virus den Zellmonolayer durch Zellyse zerstort hat). Da jeder Plaque
von einer Infektion durch ein Virus entstanden ist lasst sich aufgrund der Verdunnungsstufe

und der Anzahl der Plaques der Virustiter errechnen.

2.2.1.7 Titerbestimmung der Viruspraparation mittels Endpunkttitration

Fur eine Endpunkttitration wird ein zu 50% konfluenter B95a-Zell-Monolayer mit 1:4
angesetzten Verdunnungsreihen des Virus in Medium mit 5% FCS uberschichtet und
anschlieBend funf Tage bei 37°C inkubiert. Es wird der letzte Napf ausgewertet, im dem das
Virus noch zu einer deutlichen Infektion fuhrt. Aus jeweils 3 Ansatzen wird der Mittelwert

bestimmt.

2.2.2 Histochemische Methoden

2.2.2.1 Immunfluoreszenz

Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen und in 4% Paraformaldehyd Losung fur 10min
fixiert. Sollen intrazelluldre Antigene angefarbt werden mussen dazu die Membranen
permeabilisiert werden. Dazu wird eine 0,025% Triton X-100 Losung auf die Zellen gegeben
(5 min/RT). Die Zellen werden danach fur 30min mit MEM 10% FCS inkubiert um
unspezifische Bindungstellen mit Proteinen abzusattigen. Nach waschen mit PBS werden die
Zellen mit Erst- und Zweitantikorper (Fluorochrom gekoppelt) inkubiert ( jeweils in kleinem
Volumen/4°C/30 min). Die Zellen konnen danach optional eingedeckt werden (Moviol) um

ein Austrocknen des Praparates zu verhindern.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Agarose Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente ihrer Grofe nach aufzutrennen tragt man sie auf ein Agarosegel auf an
dem eine Stromspannung anliegt. 0,6-3% Agarose-TAE Losung (je nach Grofle der
aufzutrennenden Fragmente) wird aufgekocht und mit Ethidiumbromid versetzt (2ul einer
10% Ethidiumbromidlosung / 100ml), einem in die DNA interkalierenden Farbstoff. Den
Proben wir Ladepuffer zugegeben und die DNA in die Taschen des Gels geladen. In einer
Laufkammer mit IXTAE werden 30-90 Volt angelegt. Da DNA negativ geladen ist wird sie

nach ihrer Ladung aufgetrennt wahrend sie von der Anode zur Kathode lauft.
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2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion / PCR

Mittels PCR lassen sich DNA Fragmente spezifisch amplifiziern. Dabei werden in zyklischer
Abfolge von Schritten spezifische Primer an die DNA Matrix gebunden (Annealing). Es folgt
eine Elongation der gebundenen Primer durch eine thermostabile Polymerase, die von einer
Phase der thermischen Denaturierung der Strange gefolgt wird. In jedem Zyklus wird so das

PCR Produkt exponentiell vermehrt.

Reaktionsansatz: 200 ng Plasmid-DNA
100 pmol sense Primer

100 pmol antisense Primer

1x Kugel PuReTaq™ Ready-To-Go PCR Beads (Amersham)

PCR Programm (je nach Anwendung unterschiedlich)

95°C, 30 sec (Denaturierung)

60°C, 20 sec (Primerbindung)

72°C, 30 sec (Elongationszeit)
=> 25 Zyklen

2.2.3.3 Aufreinigung von PCR Produkten

PCR Produkte werden uber Anionenaustauschersdulen aufgereinigt (QIAquick PCR
Purification Kit; QIAGEN). Das PCR Produkt wird auf eine bestimmte Salzkonzentration
gebracht, auf die Saulen aufgetragen und durchzentrifugiert (8000g/30sec/RT) An der
Séaulenmatrix (z.B. Dextran, Cellulose), welche positiv geladen ist, werden die negativ
geladenen Nukleinsduren gebunden. Je nach Ionenstirke und PH-Wert binden Proteine,
einzelne bzw kurze Nukleotide nicht an die Matrix und werden so von dem PCR Produkt
getrennt. Um das Salz loszuwerden wird danach mit Alkohol gewaschen. Das aufgereinigte

PCR Produkt kann danach mit H,O von der Saule eluiert werden.

2.2.3.4 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration
Nukleinsaurekonzentrationen werden photometrisch bestimmt. Die zu bestimmende
Nukleinsdure wird verdunnt (3 Wl Probe + 70 Wl H,O) und in eine Messkuivette uiberfuhrt.

Durch Extinktion der Losung bei der Wellenlange 260 nm kann man mit den anderen
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Parametern zusammen die Konzentration unter Annahme folgender Werte (1 OD,,=40 ug
RNA/ml;1 OD,,,=50 ug DNA/ml) errechnen.

Der Grad der Verunreinigung kann durch das Verhdltnis OD,,/OD,g, bestimmt werden:
Saubere RNA-Praperationen besitzen einen Quotienten von 2,0; saubere DNA einen

Quotienten von 1,8.

2.2.3.5 Transformation von Bakterien

Darunter versteht man das Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien, um diese zu
vermehren. Die kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut und die Plasmid-DNA dazu
gegeben und bei 4°C 30 min inkubiert. Danach erfolgt der sog. ,,Hitzeschock* ( 42°C/30sec).
Die Bakterien werden noch mal kurz auf Eis abgekuihlt und dann mit Ndhrmedium (1xLB) bei
37°C/60min inkubiert, damit sich die auf dem Plasmid kodierte Antibiotikaresistenz ausbilden
kann. Die Bakterien werden dann auf Selektionsplatten (AB je nach Resistenz) ausgestrichen

und uiber Nacht bei 37°C gehalten.

2.2.3.6 Plasmidpraperation durch alkalische Lyse

Plasmide werden mittels ,,QIAGEN Plasmid Mini/Midi/Maxi Kit*“ aus Bakterienkulturen
isoliert. Die Bakterienkultur wird abzentrifugiert (1500g/10min), der Uberstand verworfen.
Das Bakterienpellet wird in Lsgl gelost und die Bakterien mit LsglI lysiert (0,2 N NaOH / 1%
w/v SDS). AnschlieBend gibt man LsgIIl dazu (3 M Kaliumacetat pH 5.2) und mischt gut.
Die Losung wird klar, enthélt aber Kalium-SDS Flocken, welche schwer 16slich sind und
deshalb ausfallen. Die Flocken werden abzentrifugiert und der Uberstand auf
Anionenaustauschersaulen gegeben. Die Plasmid-DNA wird uber diese isoliert und in H,O

eluiert (ndhere siehe 2.5.3.)

2.2.3.7 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen spalten doppelstrangige DNA, indem sie spezifische
Sequenzfolgen erkennen (meist palindromische Basenfolge). Die Restriktionsendonukleasen
trennen den DNA -Strang entweder in sog. sticky ends (Uberhang eines Strangendes) oder
blunt ends (glattes Ende beider Strange). Restriktionsverdaus werden sowohl zu analytischen
als auch zu praperativen Zwecken verwendet. Eine Enzymeinheit (u) ist definiert als Menge

des Enzyms, die notigt ist, um in einer Stunde 1ug A—-DNA zu verdauen.

Typischer Reaktionsansatz: DNA 05-1 ng
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10x Puffer 2 ul
Enzym Su
H,O ad 20 ul

Die Inkubationszeit liegt zwischen 1h-2h. Die Inkubationstemperatur ist vom eingesetzten

Enzym abhéngig.

2.2.3.8 Tricine-SDS-PAGE

Die Tricine-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Proteinen
ithrem Gewicht entsprechend. Dazu werden die Proteine durch SDS und B-Mercaptoethanol
denaturiert. Die Proteine erhalten durch das SDS, welches sich an sie anlagert, alle die gleiche
Ladung (-). Somit kann die proteinspezifische Ladung vernachldssigt werden. Damit ist
gewihrleistet, dass sich die Proteine nur nach ihrer Grofe auftrennen. Das Acrylamid

polymerisiert durch freie Radikale, die von APS freigesetzt und von TEMED stabilisiert

werden.

Trenngel 10% Sammelgel 5%

1,5M Tris (pH 8,9) 4,0 ml IM (pH 6,8) 1,2 ml
H,O 6,5 ml H,O 6,0 ml
Bis-/Acrylamid(30%) 5,3 ml Bis-/Acrylamid(30%) 1,3 ml
20% SDS 80 ul 20% SDS 50 wl
TEMED Sul TEMED 10 ul
APS (10%) 140 ul APS (10%) 100 ul

Die Kammern der Laufapparatur werden mit Laufpuffer gefullt (1g SDS; 14,4g Glycerin; 3g
Tris; ad 11 H,O). Der Gellauf erfolgt bei 30mA fur ca 2-3h.

2.2.3.9 Western Blot Analyse

Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen werden sie auf eine
Nitrozellulose-Membran fixiert. Das Gel wird aus der Apparatur genommen und auf mit
Transferpuffer angefeuchtete Filterpapiere gelegt (von unten nach oben Filterpapier getrankt
in: 3x BlottPufferl, 2x BlottPufferll, Membran in BlottPufferll, Gel, 4x BlottPuffer III). An
die Blottkammer werden 100mA fur 1h angelegt (Kleines Gel, 7,3 cm x 8,3 cm; Dicke: 1,5

mm) . Die Proteine im Gel werden so elektrophoretisch aus dem Gel auf die Membran
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transferiert. Die Membran wird danach fur 1h in PBS-Tween, 5% Milchpulver blockiert. Die
Milchpulverlosung wird ersetzt und der Erst-Antikorper dazugegeben (Verdinnung je nach
Antikorper von 1:500 bis 1:5000) und uber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler geschwenkt
und inkubiert. Das Milchpulver wird verworfen und die Membran 2x mit PBS-Tween
gewaschen. Danach wird wieder 1h mit PBS-Tween, 5% Milchpulver blockiert. Darauthin
wird der Zweitantikorper (Horse-Radish-Peroxidase(HRP) konjugiert) inokuliert (1h/RT). Die
Membran wird 2x mit PBS-Tween gewaschen und zwischen zwei Folien in eine
Rontgenkassette eingelegt. Die Membran wird mit ECL Losung betropft, die durch die an den
Zweitantikorper gekoppelte HRP das ECL umsetzt und dabei eine Chemolumineszenz
hervorruft. Diese kann dann auf dem aufgelegten Rontgenfilm abgebildet werden.
Belichtungszeiten variieren je nach Signalstirke (zwischen 30 sec und 20 min). Die

Rontgenfilme werden je 1min entwickelt, gewéssert und danach fur 1min fixiert.

2.2.3.10 ,,ShortCut* siRNA Praparation

Von den Zielsequenzen werden DNA Amplifikate via PCR hergestellt. Die verwendeten
Primer besitzen am 5° Ende eine T7 RNA Polymerase-Promoter Sequenz. Die Produkte
enthalten also die Zielsequenz, flankiert durch den T7 Promoter. Durch Transkription mittels
einer T7 RNA Polymerase entstehen doppelstrangige RNA Molekule. Die RNA Transkripte
(300-700 bp lang) werden mittels ShortCut Rnase III verdaut. Es entsteht eine heterogene
Mischung kurzer (18-25bp) siRNAs. Die siRNAs konnen dann in Zellen transfiziert werden
und fuhren dort zur RNA Interferenz.

PCR:
Deckel 105°C
94°C 15sec
64°C 15sec
72°C  45sec
=> 30 Zyklen

Transkription T7 RNA Polymerase:
1 ug DNA
10 ul 5x Buffer
5 ul 20mM NTPs
30 u T7 RNA Polymerase
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ad 50 ul H,O
=>» Inkubation iiber Nacht bei 37°C
ShortCut RNaselll Verdau:
50 ul dsRNA (gesamter Transkriptionsansatz)
10 ul 10x Buffer
10 u ShortCut RNase III
10 ul 10x MnCl,
ad 100 ul H,O

siRNA Aufreinigung:

Die siRNA wird uber Séulen aufgereinigt (Rneasy Kit/ Qiagen). 100ul aus dem Verdau
werden mit 100ul RLT/1% B-Mercaptoethanol verstetzt. Danach werden 100ul Isopropanol
zugegeben und die Probe auf eine Saule aufgetragen und durchzentrifugiert. Die siRNA
befindet sich danach im Durchfluss. Es werden unverdaute dsRNA Stucke und Reste der
DNA Template in der Saule zuriickbehalten. Der Durchfluss wird mit 200ul Isopropanol
gemischt und auf eine neue Séule aufgetragen. Unter dieser hohen Alkoholkonzentration
bindet nun auch die siRNA an die Saulenmatrix. Die Losung wird durchzentrifugiert und die

Saule mit RPE Puffer 2x gewaschen. Die siRNA lésst sich dann mit Wasser eluieren.

2.2.3.11 Real Time PCR
Die Reverse Transkription wurde mit der ,,M-MLV Reverse Transkriptase RNase H', Point
Mutant* (Promega) entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Es werden dazu
Tug RNA eingesetzt. Es wurden oligo(dT) und Zufalls-Hexamere als Primer eingesetzt. Die
c¢DNA wird 1:10 verdunnt und davon 1 ul in einer 25ul PCR Reaktion eingesetzt. Als Master-
Mix wird 1x iQ™SYBR-Green (BioRad) verwendet. Pro Probe werden je 0,5ul Primer
(20mM) eingesetzt. PCR Produkte fur GAPDH werden UV vermessen und eine
Verdunnungsreihe erstellt (je 107 bis 10> Molekiile/ul). Aus dieser Verdiinnungsreihe wird die
Standartkurve fur die Real Time PCR erstellt. Die PCR wird auf dem iCycler iQ™
Multicolour Real Time Detection System (BioRad) in einer 96-Loch PCR Platte (BioRad)
durchgefuhrt.
PCR-Protokol:

1)Aktivierungsphase fur die Polymerase = 06:00 min 95°C

2)Denaturierung 00:30 sec 95°C

3)Annealing 00:30 sec 60°C
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4)Elongation 00:30 sec 72°C
Wiederholungen x40

Die Fluoreszensintensitat wird wahrend jedem Zyklus gemessen. Nach dem letzten Zyklus
werden die Produkte bei 95°C/1min denaturiert und dann bei 55°C/1min wieder hybridisiert.
Es wird eine Schmelzkurve ermittelt indem der Verlust der Fluoreszensintensitiat gemessen
wird wahrend die Temperatur (beginnend bei 55°C) in 1°C Schritten (je 10s) angehoben wird
(45Zyklen). Die Schmelzkurve gibt Aufschluss dariiber, ob die erzeugten PCR Produkte die
gleiche Grofle haben. Dies kann noch uberpriift werden, indem man die Produkte auf einem
Agarosegel auftrennt.

Die Effizienz(E) der Primer wird durch den Standart ermittelt, wobei angenommen wird:
E=10C"5"2 ynd das Eg,ppy gleich der By i genoprime: iSt. Die Effizienz sollte zwischen 80-
100% liegen. Die Quantifikation der Transkripte folgt dem Modell von Pfaffl (Pfaffl, 2001).
Die Menge der Transkripte wird im Bezug zum Haushaltsgen GAPDH normalisiert und als

relative Expressionsrate R dargestellt: R=E deltaCt /E deltaCt,, (wobei x das ,,gene of

ref

interest® ist, ref das Haushaltsgen GAPDH, delta Ct die Differenz der ,,threshold cycles (Ct)

zwischen Kontrolle und behandelter Probe und E die Effiziens der eingesetzten Primerpaars).
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3. Ergebnisse

3.1 Transkription doppelstrangiger RNA von DNA Plasmid-Vorlagen

Um spezifische siRNA fur die jeweiligen MV Gene herzustellen, wurden PCR Produkte der
einzelnen Gene hergestellt. Die PCR Primer fugen ihren jeweiligen Produkten am 5 Ende
einen T7 RNA Polymerase Promoter (5 -taatacgactcactatagg-....... -37) an. Als Vorlage fur die
PCR dienen DNA Plasmide, in denen die jeweiligen MV Gene einkloniert wurden. Im
einzelnen sind dies die Plasmide pSC-N (Nukleokapsid), pSC-P (Phospho-Protein), pSC-M
(Matrix-Protein), pCG-F1 (Fusions-Protein), pCG-HS5 (Hamagglutinin) und pEMC-La(Large-
Protein). Von diesen PCR Produkten kann mittels der T7 RNA Polymerase RNA transkribiert
werden. Die komplementaren Strange lagern sich nach der Transkription zusammen und
bilden doppelstrangige RNA (dsRNA). Die Lokalisation der Zielsequenzen im MV Genom
sind in Abb.6 schematisch dargestellt, die jeweilige Lange der dSRNA Transkripte ist unter

dem jeweiligen Gen angegeben.

1
3 TR N N I W I 1 Genom

N P M F H L 15894 nt
_ _ _ N J— — — dsRNA Lange (bp)

343 456 536 468 489 645 (L1) 428 (L2)

Abb.6: Lokalisation und Linge der dsRNA Transkripte im MV Genom. Die Linge der dsRNA
Transkripte sind 342bp fur das N Protein, 456bp fur das P Protein, 536bp fur M Protein, 468 fur
F Protein und 489 fiur H Protein. Fir das L Protein wurden zwei Sequenzen ausgewahlt, L1 mit
645bp und L2 mit 428bp Lange.

Die Auswahl der Sequenzen ist dabei zufallig und basiert auf keinen Regeln oder
Auswahlkriterien.

Die dsRNA Transkripte werden in einem 1,5% Agarosegel auf die richtige Lange und auf die
Abwesenheit falscher RNA Transkripte uberpruft. Dies ist in Abb.7 dargestellt:

1 2 3 4 5 6 7

Abb.7: dsRNA Transkripte aufgetrennt auf einem 1,5% Agarosegel. Jeweils
aufgetragen ist 1=50bp Marker, 2=N (343bp), 3=P (456bp), 4=M(536), 5=F
(468bp), 6=H (489) und 7= L1 (654).
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3.2 ShortCut Rnase-III Verdau

Die dsRNA aus der Transkription wird anschliefend mit der Endonuklease “Dicer” verdaut.
Diese schneidet die dsSRNA, so da} 18-25bp kurze RNA Duplices entstehen (siRNA). Die
Produkte des Verdaus werden uiber Anionenaustauscher-Saulen gereinigt. Diese Aufreinigung
entfernt Nukleotide, unverdaute RNA und restliche DNA der Vorlage. Die verdaute RNA
wird noch auf einem 3% Agarosegel aufgetrennt, um den Verdau auf Vollstandigkeit und

Abwesenheit anderer Nukleinsauren zu uberpruft (Abb.8).

200bp
100bp
50bp

Abb.8: ShortCut RNase-III Verdau. Doppelstrangige RNA wird mittels Dicer in
kurze siRNA Duplices von 18-25bp Liange geschnitten. Die Produkte sind auf einem
3% Agarosegel aufgetrennt, nachdem sie uber eine Anionenaustauschersaule
aufgereinigt wurden. Es sind keine Reste der DNA Vorlage oder unverdaute RNA zu
erkennen. Aufgetragen ist: 1= 50bp Marker (Links sind zusitzlich die
Markerbanden fur 200bp, 100bp und 50bp angegeben, 2= N-siRNA, 3=P-siRNA, 4=
M-siRNA, 5= F-siRNA, 6= H-siRNA und 7= L1-siRNA.

3.3 Kontrollen: Interferon-Induktion durch siRNA und Spezifitat der siRNA

Es ist bekannt, dass doppelstrangige RNA in Saugerzellen eine Immunantwort auf zellularem
Level auslost, die zur Induktion der Interferonantwort fuhrt. Merkmal davon ist unspezifischer
Abbau von RNA und Repression der allgemeinen Proteinsynthese (Wiliams BR). Im
folgenden Versuch wird gezeigt, das die Transfektion der siRNA keine Interferon-Induktion
hervorruft, und somit die antivirale Wirkung alleine auf der spezifischen Wirkung der
jeweiligen siRNA basiert.

Zur Kontrolle ob durch die Transfektion der siRNA Interferon induziert wird, dient der
Nachweis von Mx Protein. Die Expression von Mx-Protein wird durch Typ-I-Interferon
induziert und hemmt die Replikation verschiedener Viren mit negativstrangigem Genom oder
RNA Intermediaten wéhrend der Replikation. In Abb.9 wurde die Induktion von Mx-Protein
mittels Western Blot Analyse uberpruft: Da CHO 5.3 Zellen (Hamsterzellen) nicht auf
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humanes IFN reagieren, wurden die oben beschriebene dsSRNA (unverdaut, 456bp lang) zur
induktion des Mx-Protein benutzt. Gleiche Mengen transfizierter siRNA induziert das Mx
Protein nicht. Zur Kontrolle wurde noch die IFN-induzierte Expression von Mx Protein in

humanen Zellen (BJAB) uberprift.

1 2 3 4 5 6
— i — <4— MzxA (78kDa)
T e e PRl e Aot " <« B-Tubulin (50 kDa)
5 = J
CHO 5.3 BJAB

Abb.9: Mx-Induktion. Als Kontrolle wird MxA in BJAB (humane Zellinie) durch Gabe von 100u IFN
(Typ-1) induziert. Spur 1: Negativkontrolle CHO 5.3 mit humanem IFN (100u), 2: CHO 5.3
transfiziert mit 300 ng dsRNA, 3: CHO 5.3 transfiziert mit 300 ng siRNA, 4:Unbehandelte CHO 5.3,
5: BJAB mit 100u IFN, 6: Unbehandelte BJAB. Der Westernblot wurde 48h nach Transfektion / IFN
Behandlung durchgefihrt.

Zur weiteren Kontrolle der Spezifitit wurden Zellen mit einer siRNA transfiziert, die nicht
gegen MV Sequenzen gerichtet ist (siRNA gegen CD150). Mittels einer Western Blot
Analyse (Abb.10) wurde der Effekt dieser siRNA auf die MV Gen-Expression uiberprift:

——— 4— MV-P (72 kDa)

MV-N (60 kDa)—p> e <— B-Tubulin (50 kDa)

Abb.10: Wirkung unspezifischer siRNA auf MV Infektion. 1x10° CHO 5.3 Zellen werden mit
unspezifischer siRNA transfiziert (300 ng, siRNA-CD150) und 18h spiater mit MV Edomonston
(MOI 0,3) infiziert. Nach weiteren 40h wird ein Western Blot durchgefiuhtr. 1: CHO 5.3, nicht
transfiziert, 2: CHO 5.3 mit siRNA-CD150 transfiziert, 3: CHO 5.3, nicht transfiziert, 4: CHO 5.3
mit siRNA-CD150 transfiziert. Als Ladekontrolle dient 8-Tubulin, Spur 1+2 sind mit MV anti-N
Antikorper (F227), 3+4 mit MV anti-P (P3) Antikorper behandelt.

Unspezifische siRNA beeinflult die Expression von MV-N und MV-P nicht. Um die

Expression der viralen Gene zu beeinfluBen muss die siRNA spezifisch sein.
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3.4 Versuchsaufbau der siRNA Experimente

Um die Effekte der siRNA zu analysieren wurden die Zellen nach folgendem Protokoll
behandelt: 4,5x10° CHOS5.3 werden in einer 24-Loch Platte ausgesiht und mit 300ng siRNA
transfiziert. 18 Stunden spéter werden die Zellen mit Masernvirus Stamm Edmonston infiziert

(MOI: 0,5). Nach weiteren 40 Stunden werden die Proben zur Analyse benutzt.

3.5 Cis-Effekte der siRNA
Die Zellen wurden nach dem angegebenen Muster (3.4) behandelt. Die Proben wurden mittels
eines Western Blots analysiert. Es sollte gepruft werden, ob die Genexpression der jeweiligen

Zielgene durch die passende siRNA unterbunden wird (Abb.11)

aN aP oM oH Antikorper
[ | | | |
. N - P - M - H siRNA
- < — <H
. qN

I A ———— <«4—3-Tubulin (50 kDa)

1 2 3 4 S 6 7 8

Abb.11: Cis Effekte der siRNA. Mittels Western Blot wurde uberprift, ob
die jeweilige siRNA die Expression des Zielgens unterbindet. Die einzelnen
Spuren wurden wie folgt entwickelt: 1+2 anti MV-N(F227), 3+4 anti MV-P
(P3), 5+6 anti MV-M (MAB8910), 7+8 anti MV-H (Polyklonales Serum). Die
jeweils eingesetzte siRNA ist: 2: N-siRNA, 4: P-siRNA, 6: M-siRNA und
8:H-siRNA. Als Ladekontrolle wurde ein 8-Tubulin Antikorper eingesetzt.

Aufgrund des Western Blots ist ersichtlich, dass die eingesetzten siRNAs jeweils in der Lage

sind, die Expression des Zielgens zu unterbinden.
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3.6 Transeffekte der siRNA

Das N-, P- und L- Protein bilden zusammen den RNA-abhiangige RNA Polymerase-Komplex
und zusammen mit der RNA den RNP-Komplex. Wird die Expression eines dieser Proteine
unterbunden, sollte dies generell die Transkription bzw Replikation, und damit auch die
Expression der restlichen MV Proteine unterbinden.

Um dies zu uberpriifen werden Zellen mit spezifischer siRNA behandelt (jeweils gegen N, P,

und L) und die Expression anderer viraler Proteine uiberpruft (Abb.12):

aP aN aP Antikorper
[ | | |
3 N - P - L1 siRNA
- - <P —— <P
el <N
i ———
<4— B-Tubulin
1 2 3 4 5 6

Abb.12: Trans-Effekte der siRNA. Mittels Western Blot wurde uberpruft, wie
spezifische siRNA die Expression anderer viraler Genprodukte beinflufit. Die
einzelnen Spuren wurden wie folgt entwickelt: 1+2 anti MV-P(P3), 3+4 anti
MV-N (F227), 5+6 anti MV-P (P3). Die jeweils eingesetzte siRNA ist: 2: N-
siRNA, 4: P-siRNA, 6: L1-siRNA. Als Ladekontrolle wird ein B-Tubulin
Antikorper eingesetzt.

Der Versuch zeigt, das N-siRNA die Expression von P, P-siRNA die Expression von N und
L1-siRNA die Expression von P verhindert. Dies 146t darauf schlieen, dass siRNA gegen das
N-, P- und L-Protein die Transkription / Replikation stark einschrinkt oder vollstandig

verhindert.
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3.7 Effekte der M-siRNA auf die Genexpression

Wie bereits von beschrieben fuhrt die Abwesenheit des M-Proteins zu einer verstarkten
Fusogenitat der Masernviren und zu stark eingeschrankter Produktion neuer Virionen. Im
folgenden Versuch wird analysiert, welchen Effekt M-siRNA auf die Genexpression der
anderen viralen Proteine hat. Dazu wurden Zellen nach obigem Muster mit M-siRNA

transfiziert und mittels Western Blot die Expression des N-, P-, F- und H-Proteins analysiert

(Abb.13):

oM/N oM/P oM/F oM/H Antikorp
[ [ [ [ 1 |

- + - + -+ -+ M-siRNA

— 4P _—
<N <«4— B-Tubulin
<4F
S—— A— o — <+ M

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb.13: Effekt von M-siRNA auf die MV Genexpression. CHO 5.3 Zellen wurden mit
M-siRNA behandelt und ein Western Blot durchgefiihrt. Die Spuren wurden wie folgt
entwickelt: 7-8 mit anti MV-M (MAB8910) und B-Tubulin. Zusatzlich: 7+2 anti MV-N
(F227), 3+4 anti MV-P (P3), 5+6 anti MV-F (Polyklonales Serum), 7+8 anti MV-H
(Polyklonales Serum). Die Proben 2, 4, 6 und 8 wurden mit M-siRNA behandelt.

Wie auf dem Blot zu sehen ist fuhrt die Transfektion von M-siRNA zu einer verringerten M-
Protein Expression (Spur 2, 4, 6, 8) und dabei gleichzeitig zu verstarkter Expression des N-

Protein (Spur 2), des P-Proteins (4), des F-Proteins (6) und des H-Proteins (8).
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3.7.1 Quantifizierung der Proteinexpression

Die entwickelten Filme wurden eingescannt und mittels der AIDA Software quantifiziert.
Dazu wurde um jede Bande des Western Blots ein Quadrat gleicher Grofle gelegt und die
Pixeldichte der Banden verglichen. Die Proteinexpression der unbehandelten Zellen wird

jeweils als 100% angesetzt. Das Ergebnis ist in Abb.14 dargestellt:

Proteinexpression nach M-siRNA
Transfektion

350+

300

250

2001

O M-siRNA
150+ B Unbehandelt

100

501

M N M P M F M H

Abb.14: Proteinexpression nach M-siRNA Transfektion. Links ist jeweils die Expression des M Proteins,
rechts davon die Expression von N, P, F oder H dargestellt. Die Expression der unbehandelten Zellen wird
als 100 (%) angesetzt.

Die Inhibition des M Proteins fuhrt zu einer verstarkten Expression von N, P F und H. Die
Expression des N-Proteins steigt im Vergleich zu unbehandelten Zellen auf 223%, die
Expression des P-Proteins auf 343%, die Expression des F-Proteins auf 188% und die

Expression des H-Proteins auf 268% an.
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3.8 Einflufl von Hiillprotein-spezifischer siRNA auf die Synzytiumbildung

CHO 5.3 Zellen wurden auf Objektragern ausplattiert und mit M-siRNA, F-siRNA oder H-
siRNA transfiziert und 18h nach Transfektion mit MV Edmonston infiziert (MOI 0,5). Die
Bilder wurden 40h p.I . aufgenommen (Abb.15).

Abb.15: Synzitiumbildung nach MV Infektion. CHO 5.3 wurden mit A)
CD-150-siRNA B) M-siRNA C) F-siRNA oder D) H-siRNA (300ng)
transfiziert und 18h spater mit MV Edmonston infiziert (MOI 0,5). Die
Bilder wurden 40h p.I. aufgenommen. Der Balken in A entspricht 20 pwm.

Die Zellen, die mit M-siRNA transfiziert wurden, zeigen stark erhohte fusogene Aktivitat.
Dieser Effekt wurde bereits fur ein rekombinantes Masernvirus beschrieben, bei dem das M
Leseraster deletiert wurde. Die Inhibition der Expression des M-Proteins durch M-siRNA
fuhrt zu einem ahnlichen Effekt.

Die mit F-siRNA oder H-siRNA transfizierten Zellen zeigen geringe bis keine
Synzytienbildung. Zur Fusion mit Nachbarzellen ist die Koexpression von F und H notig.
Fehlt eines der beiden Proteine kommt es nicht zur Fusion. Dies zeigt auch dieser Versuch mit

F-/H-siRNA.
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3.9 Einflu} von F-/H-siRNA auf die Expression der Glykoproteine
CHO 5.3 Zellen wurden auf Objekttragern kultiviert und nach angegebenen Protokoll
behandelt. 40h p.I. wurden die Zellen zur Immunfluoreszenz vorbereitet (Abb.16). Die Zellen

wurden mit CD150-siRNA(Kontrolle), F-siRNA oder H-siRNA transfiziert.

Anti MV-F Antikorper
(A504)

Kontrolle

Anti MV-H Antikorper
(K83)

“e

“Kontrolle H-siRNA

Abb.16: EinfluBl von F-/H-siRNA auf die Expression von MV-F und MV-H.
A) und C) wurden mit Kontroll siRNA (CD150-siRNA) transfiziert, B) mit
F-siRNA und D) mit H-siRNA. A) und B) wurden mit dem MYV-F
spezifischen Antikorper A504, C) und D) mit dem MV-H spezifischen
Antikorper K83 gefarbt. Als Zweitantikorper wurde ein FITC konjugierter
Ziege anti-Maus Antikorper eingesetzt.

In Abbildung A) erkennt man Synzytien, an deren Oberflache das F Protein exprimiert wird,
im Gegensatz dazu sind in Abbildung B) keine Synzitien zu erkennen und die Expression des
F Protein ist stark reduziert. Nur wenige vereinzelte Zellen sind noch positiv markiert. In
Abbildung C) ist das H Protein gefarbt. Zu erkennen sind sehr gole Synzytien, auf deren
Oberflache das H Protein exprimiert wird. Bei den mit H-siRNA transfizierten Zellen sind
keine Synzytien zu erkennen, und die H-Expression beschrénkt sich auf einzelne Zellen.

Sowohl die F- wie H-siRNA sind also in der Lage die Expression ihres Zielgens zu
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unterbinden. Fehlt entweder das F- oder H-Protein kann der Virus auch keine Zellfusion mehr

induzieren und es kommt nicht zur Synzytienbildung.

3.10 EinfluB von M-siRNA auf die Expression des M-Proteins
CHO 5.3 Zellen wurden auf Objekttragern kultiviert und nach angegebenen Protokoll
behandelt. 40h p.I. wurden die Zellen zur Immunfluoreszenz vorbereitet. Die Zellen wurden

mit CD150-siRNA(Kontrolle) oder M-siRNA transfiziert (Abb.17).

Kontrolle

Abb.17: Einfluss von M-siRNA auf die Expresssion des M-Proteins. Die Zellen
wurden transfiziert mit A) CD150-siRNA (Kontrolle) oder B) M-siRNA. Die
Zellen wurden mit anti MV-M Antikorper (MAB8910) gefarbt. Als
Zweitantikorper wurde ein FITC konjugierter Ziege anti-Maus Antikorper
eingesetzt

In den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen ist die Expression des M Proteins normal. In
den mit M-siRNA transfizierten Zellen bilden sich sehr grole Synzytien aus. In diesen ist das
M Protein schwach exprimiert und das M-Protein ist diffus im Zytoplasma der Synzytien

verteilt.
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3.11 EinfluB von RNP spezifischer siRNA auf die Expression von MV-N und MV-P

CHO 5.3 Zellen wurden auf Objekttragern kultiviert und nach angegebenem Protokoll
behandelt. 40h p.I. wurden die Zellen zur Immunfluoreszenz vorbereitet (Abb.18). Die Zellen
wurden entweder mit CD150-siRNA (Kontrolle), N-siRNA, P-siRMA oder L1-siRNA
behandelt. Da fur das L-Protein keine spezifischen Antikorper vorhanden sind, werden die mit

L1-siRNA behandelten Zellen fur das Nukleokapsid (F227) gefarbt.

Kontrolle (CD150-siRNA)

L1-siRNA

Abb.18: EinfluB von RNP-spezifischer siRNA. CHO 5.3 wurden nach
Transfektion von siRNA mit MV Edmonston (MOI 0,5) infiziert. 40h p.I.
wurden die Zellen mittels Immunfluoreszenz analysiert. Die Zellen wurden
jeweils transfiziert mit : A) CD150si-RNA (Kontrolle), B) N-siRNA, C) P-
siRNA, D) L1-siRNA. Die Proben wurden mit anti MV-N Antikorper (F227)
behandelt, nur C) mit anti MV-P (P3) Anitkorper. Als Zweit-Antikorper
wird ein FITC konjugierter Ziege anti-Maus Antikorper benutzt.

Die siRNA gegen N reduziert die Expression von MV-N, P-siRNA die Expression von MV-P
und die L1-siRNA die Expression von MV-N. Die siRNAs sind demnach funktionell.
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3.12 EinfluB der MV spezifischen siRNA auf der mRNA Ebene

3.12.1 Semi-quantitative RT-PCR

Um den Einfluss der siRNA auf die mRNA zu analysieren wurden CHO 5.3 Zellen nach dem
angegebenen Protokol behandelt. 40h p.I. wurde die gesamt RNA extrahiert. Da das virale
Genom keine Poly(A) Ende besitzt, wurden die cDNA mit Zufalls-Hexameren, die cDNA zur
Analyse der viralen mRNA mittels Poly d(T) Primer erstellt. Es wurde zuerst eine semi-
quantitative PCR durchgefuhrt, wobei die Proben bei verschiedenen Zyklen entnommen
wurden (GAPDH Proben bei Zyklus 24, siRNA Proben bei Zyklus 30). So wird garantiert,
dass die PCR sich in der Phase der Amplifikation, und nicht schon im Bereich der Sattigung
ist. Es wurden von den Proben 1:3 Verdunnungen hergestellt und diese auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Um die Proben untereinander zu vergleichen wurde gepruft, in welchen
Verdunnungsstufen sich jeweils gleiche Mengen des Haushaltsgens finden. Dies dient der
Abgleichung der Proben untereinander, da man davon ausgeht, dass in diesem Fall gleich viel

Ausgangsmaterial vorliegt. Die Ergebnisse sind in Abb.19 und Abb.20 dargestellt:

Abb.19A: Semi-quantitative PCR der A Kontrolle HNsiRNA MsiRNA

viralen mRNA. A) Einflu8 von N-siRNA
und M-siRNA auf die mRNA. M-mBMNA ~=

Untersucht wurden die M-mRNA und :
die P-mRNA. Die orangenen Boxen el i | i v e | g e L]
zeigen die Proben an, die aufgrund der

etwa gleichen GAPDH Signalstarke P mRMNA -
miteinander verglichen werden.
Aufgetragen ist jeweils eine 1:3
Verdinnung des PCR Produktes

(1/0,3/0,1): Kontrolle (Spur 1-3), N-

siRNA (4-6) und M-siRNA (7-9). GAPDH

1123 4|5/ 6 7|8|9
B Konfrolle L1-siHNA L2-siRNA

Abb.19B: Semi-quantitative PCR der
viralen mRNA. A) EinfluB von LI1-
siRNA und L2-siRNA auf die mRNA.
Untersucht wurden die M-mRNA und
die P-mRNA. Die orangenen Boxen
zeigen die Proben an, die aufgrund der
etwa gleichen GAPDH Signalstarke PmBHA s s

miteinander verglichen werden.

Aufgetragen ist jeweils eine 1:3

Verdinnung des PCR Produktes

(1/0,3/0,1): Kontrolle (Spur 1-3), L1-

siRNA (4-6) und L2-siRNA (7-9). GAPDH s = W | -

M-mMRHA |

112 3|4 5 6|78 B
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Abb.20A: Semi-quantitative PCR der Kontrolle H-siRMA :
viralen Genome. A) Einflu von N- A M-siRNA

siRNA und M-siRNA auf die virale
Replikation (es werden fur die PCR R
Genom-spezifische Primer eingesetzt). MVgenome s <= . . ] o
Die orangenen Boxen zeigen die Proben i

an, die aufgrund der etwa gleichen

GAPDH Signalstarke miteinander t

verglichen werden. Aufgetragen ist GAPDH - | < | i | o
jeweils eine 1:3 Verdunnung des PCR

Produktes (1/0,3/0,1): Kontrolle (Spur 1-

3), N-siRNA (4-6) und M-siRNA (7-9). 1 20 3 4 5 8§ T g o

Abb.20B: Semi-quantitative PCR der B
viralen mRNA. A) EinfluB von LI1-

siRNA und L2-siRNA auf die virale

Replikation (es werden fur die PCR M'Ugennme
Genom-spezifische Primer eingesetzt).

Die orangenen Boxen zeigen die Proben

an, die aufgrund der etwa gleichen

GAPDH Signalstarke miteinander

Kontrolle L1-siBHA L2siRNA

verglichen werden. Aufgetragen ist GAPDH =*' s e e

jeweils eine 1:3 Verdinnung des PCR S ; | e
Produktes (1/0,3/0,1): Kontrolle (Spur 1- -
3), L1-siRNA (4-6) und L2-siRNA (7-8). 112 3 |4/ 58 6 7 |B|9

Vergleich der mRNA Level:
M-mRNA: Alle eingesetzten siRNA, also N-siRNA, M-siRNA, L1-siRNA und L2-siRNA
reduzieren die Menge der M-mRNA. Im Fall der N-siRNA, L1-siRNA und L2-siRNA wird

generell die virale Replikation gehemmt, daher wird entsprechend auch weniger M-mRNA
hergestellt. Im Fall der M-siRNA wird die M-mRNA auch reduziert, hier findet direkter
Abbau der M-mRNA statt.

P-mRNA: Die P-mRNA Level werden reduziert, wenn die Zellen mit N-siRNA, L1-siRNA
oder L2 siRNA behandelt werden. Werden die Zellen mit M-siRNA behandelt kommt es zu
einem erhohtem Level an P-mRNA (Vergleich: Abb.19A Spur 1 (Kontrolle) und Spur 7 (M-
siRNA)). Der Unterschied liegt ungefahr im Bereich einer Verdunnungsstufe, dies entspricht

eine Verstarkung um den Faktor 1,5 bis 3.

Vergleich der Genom-spezifischen PCR Produkte:
Werden die Zellen mit N-siRNA, L1-siRNA oder L2-siRNA transfiziert wird die virale

Transkription und Replikation gechemmt. Somit kann sich das Virus nur langsam (Vergleich:
Abb.20A Spur 2 (Kontrolle) und Spur 5 (N-siRNA)) bzw uberhaupt nicht mehr replizieren
(Vergleich: Abb.20A Spur 1 (Kontrolle) und Spur 4/8 (L1-siRNA/L2-siRNA)).
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Werden die Zellen mit M-siRNA transfiziert, wird mehr Genom-spezifisches Produkt in der
PCR amplifiziert (Vergleich: Fig.20A Spur 3 (Kontrolle) und Spur 9 (M-siRNA). Der
Unterschied liegt ungefahr im Bereich einer Verdunnungsstufe, dies entspricht eine

Verstarkung um den Faktor 1,5 bis 3.

3.12.2 Real Time RT-PCR

Um die Ergebnisse, die aus der sqRT-PCR stammen, besser quantifizieren zu konnen, wurden
die Versuche wiederholt und mittels Real Time RT-PCR analysiert.

CHO 5.3 Zellen wurden nach dem angegebenen Protokol behandelt. 40h p.I. wurde die
gesamt RNA extrahiert. Da das virale Genom keine Poly(A) Enden besitzt, wurden zur
Herstellung der cDNA Zufalls- Hexamer als Primer benutzt. Die cDNA zur Analyse der
viralen mRNA wurde mittels Poly d(T) Primer erstellt.

Fur die Real Time PCR werden je Experiment pro Probe zwei Ansitze gemessen, um daraus
einen Mittelwert zu bilden. Fur alle Proben werden auch jeweils zwei Ansdtze des Haushalt
GAPDH gemessen und der Mittelwert erstellt, damit die Proben untereinander abgeglichen
werden konnen. Es wurden drei Experimente durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden verrechnet

und die Standard abweichung ermittelt (Abb.21).

Pos siN siM siL1 siL2
P mRNA 1 0,04 2,22 0,08 0,11
StAbw 0 0,017 0,458 0,038 0,040
Pos siN siM siL1 siL2
M mRNA 1 0,04 0,23 0,2 0,17
StAbw 0 0,016 0,101 0,044 0,065
Pos siN siM siL1 siL2
MV Genom 1 0,16 1,96 0,13 0,16
StAbw 0 0,138 0,249 0,107 0,032

Abb.21: Relative Expression der viralen mRNA und des viralen Genoms. Der Kontrolle
(Pos) wird als Wert der Expression 1 zugeordnet. Dargestellt ist die relative Expression der
mRNA/Genome unter Einflufl der verschiedenen siRNA gegenuiber der Kontrolle. Die
jeweilige Standardabweichung (StAbw) ist grau unterlegt.
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Die Daten aus der Tabelle (Abb.21) wurden noch graphisch ausgewertet (Fig.22-24):
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Abb.22: Relative Expression der
P-mRNA. Die Expression der
Kontrolle ist 1. Die relative
Expression der P-siRNA nach
Transfektion von N-siRNA, M-
siRNA, L1-siRNA und L2-
siRNA ist in Relation zur
Kontrolle dargestellt. Die
Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Abb.23: Relative Expression
der M-mRNA. Die Expression
der Kontrolle ist 1. Die relative
Expression der M-siRNA nach
Transfektion von N-siRNA, M-
siRNA, L1-siRNA und L2-
siRNA ist in Relation zur
Kontrolle dargestellt. Die
Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Abb.24: Relative Expression
des viralen Genoms. Die
Expression der Kontrolle ist 1.
Die relative Expression der
viralen Genome nach
Transfektion von N-siRNA, M-
siRNA, L1-siRNA und L2-
siRNA ist in Relation zur
Kontrolle dargestellt. Die
Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.
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Die Ergebnisse der Real Time PCR bestitigen die Daten der Semiquantitativen RT-PCR. N-,
L1-, und L2 siRNA reduzieren die Expression ihre jeweiligen Zielgens und verhindern so die
Transkription und Replikation. Die M-siRNA fuhrt zu einer verstarkten Expression von P-
mRNA und einer Erhohung der relativen Genomanzahl um den Faktor 2. Die Ergebnisse
werden auf ihre Signifikanz getestet (Unpaired student’s t test), wobei * die Signifikanz

angibt (***hoch, ** mittel, *gering).

3.13 Herstellung shRNA exprimierender lentiviraler Vektoren
Um Zellinien herzustellen, die permanent siRNA exprimieren, sollen Zellen mit shRNA
exprimierenden lentiviralen Vektoren infiziert werden. Das Zielgen fur die RNA Interferenz

ist dabei das L-Protein der Masernviren.

3.13.1 Identifikation von Zielsequenzen
Es werden kurze (21bp) siRNA Sequenzen, basierend auf den Algoritmen der Firma Ambion
( www.ambion.com ), ausgetestet, die gegen das L-Protein gerichtet sind. Die Zellen werden

nach dem ublichen Protokoll behandelt und die Expression von MV-N und MV-M durch

Westernblot iberpriift (Abb.25). Es wurden von einer groBeren Anzahl Sequenzen nur zwei
wirksame siRNA identifiziert. Die Sequenzen sind: L#1: gtaaagagtctcaacatgt und L#2:
gattcgagctttgacccat.

Abb.25: Westerblot Analyse der
L#1- und L#2-siRNA Sequenzen.
Die Zellen wurden mit CD150-
" siRNA (Ktrl), L#1-siRNA oder
L#2-siRNA transfiziert. Die
Proben wurden mit anti MV-N
| (F227),anti MV-M (MAB8910)
|und anti B-Tubulin

(Ladekontrolle) Antikorper
~ entwickelt.

N (60kDa)—p
B-Tubulin (50 kDa)—>

M (38kDa) —

SIRNA: Ktrl L#1 L#2

Beide Sequenzen induzieren RNA1i, da auf dem Westernblot nach Transfektion der L#1 oder

L#2-siRNA kein MV-N oder MV-M Protein zu detektieren ist.
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3.13.2 Klonierung der “‘Short Hairpin” Expressionskassette fur L#1 und L#2
Mit den Sequenzen L#1 und L#2 und eine unspezifische Kontrollsequenz “Tat” (spezifisch
fur HIV “tat”) wird je eine shRNA Expressionskassette hergestellt. Dazu werden DNA

Oligomere (Plusstrang und Negativstrang) synthetisiert, deren 3’Enden komplementar sind
(5_3—3_5). Diese Primer werden in einer PCR Reaktion verbunden und verlangert (95°C 5

min, 50°C 30 s, 68°C 20 min). Es entsteht ein dsDNA Oligomer. Die Primer sind so
konstruiert, dass an den Enden Restriktionsschnittstellen fur Xhol und Hpal entstehen.
Sowohl das dsDNA Oligomer als auch das Plasmid pLL 3.7 (entspricht pRR.SIN-18 in Fig.5)
werden mit den angegebenen Enzymen verdaut und das Insert einkloniert. Die
Ligationsprodukte werden in Bakterien tranformiert und auf LB-Platten ausplattiert. Eine
Anzahl Klone wird ausgewihlt und in einer sog Kolonie-PCR (Klone werden von der LB-
Platte genommen und direkt fur die PCR eingesetzt) uberpruft. Es werden PCR Primer
eingesetzt, die den Bereich der “Multiple Cloning Site” amplifizieren. Ist das Insert enthalten
wird das PCR Produkt entsprechend verlangert. Auf einem Agarosegel sind so die positiven
Klone gut von negativen Klonen zu unterscheiden.

Positive Klone wurden identifiziert, die Plasmide isoliert und mittels einer Midipréaparation
vermehrt.

Abb.26 zeigt eine Beispiel-PCR der positiv identifizierten Klone mit den Colonyprimer 5(31)
und Colonyprimer 3°(32). Die Bezeichnung der Klone ist pLL3.7-mi L1/x oder L2/x (wobei
pLL3.7 das Plasmid angibt, mi fur die Haarnadelstruktur steht, die von naturlich
vorkommender miRNA tUbernommen wurde, L1 oder L2 sich auf die bereits bekannten

Sequenzen aus Abschnitt 3.13.1 bezieht, und /x die Nummer des Klons ist).

Abb.26: PCR Produkte der positiven Klone. Die PCR Produkte der
Plasmide, die ein Insert in der MCS besitzen, sind ungefahr 90bp langer
als die Produkte der Plasmide ohne Insert. Aufgetragen sind: 1) Klon
pLL3.7-miL1/1, 2) pLL3.7-miL1/3, 3) pLL3.7-miL2/2, 4) pLL3.7-miL2/4,
5) pLL3.7-tat/1 6), pLL3.7-tat/2, 7) pLL3.7 ohne Insert und 8) 50bp
Marker.
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Die jeweiligen shRNA Expressionskassette wurden erfolgreich in das Plasmid pLL 3.7

einkloniert.

3.13.3 Produktion lentiviraler Partikel

Um lentivirale Partikel herzustellen werden 293T Zellen zur Transfektion in 6-Loch Platten
ausplattiert. Die Zellen werden dann mit folgenden Plasmiden transfiziert (Vergleiche Abb.5,
Seite 27)):

1)pLL3.7 mit der einklonierten shRNA- und einer (bereits vorhandenen) eGFP
Expressionskassette, 2) pMDLg/pRRE, 3) RSV-REV und 4)pMD.G.

Durch die Expression der viraler Proteine, welche auf den Plasmide kodiert sind, entstehen
lentivirale Partikel, die in den Uberstand abgegeben werden. Der Uberstand wird nach 1-2
Tagen gesammelt und zur Infektion bereits neu ausplattierter 293T Zellen benutzt. Da der
lentivirale Vektor auch eine eGFP Expressionskassette besitzt, konnen Zellen, in die das
Virus integriert ist, leicht mittels Immunfluoreszenz oder FACS Analyse identifiziert werden.
Die Zellen, die das Provirus besitzen, werden mittels eines Cell-Sorters von nicht infizierten
Zellen getrennt. Dieser Vorgang muss zwei bis dreimal wiederholt werden, um eine moglichst
reine Zellkultur zu bekommen.

Zum Zeitpunkt an dem diese Arbeit geschrieben wird sind diese Schritte noch nicht

abgeschlossen.
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4. Diskussion

Der Einsatz der RNA-Interferenz bietet sich grundsiatzlich auf zwei Gebieten an. Zum einen
kann RNAIi dabei helfen die Funktion von Genen aufzuklaren, indem ,,Knock-out* Mutanten
geschaffen werden konnen, zum anderen kann die RNAi auch therapeutisch genutzt werden
um gegen Pathogene oder Onkogene eingesetzt zu werden. Die in dieser Arbeit eingesetzten
siRNAs decken beide Bereiche ab: Mit den siRNAs gegen die MV N-, P- und L-mRNA sollte
untersucht werden, ob diese die Translation und/oder die Replikation beeinflussen konnen
und welche dieser siRNAs das grofite therapeutische Potential dazu hat. Die siRNAs gegen
die MV F-,H- und M-mRNA befinden sich in dem anderen Anwendungsbereich, der Analyse

von Genfunktionen.

4.1 RNA-Interferenz gegen MV N-, P- und L

Als Ziel fur die RNA-Interferenz sollte ein Genprodukt ausgew#hlt werden, welches im
Bereich der Transkription und Replikation eine Schlusselstellung einnimmt. Fur Masernviren
sind dies das Nukleokapsid-, das Phospho- und das Large-Protein. Theoretisch bieten die
Gene verschiedene Vor- und Nachteile, die sie zu mehr oder weniger geeigneten Zielen
machen: Wie bereits beschrieben entsteht bei der Transkription der viralen mRNA ein
Gradient, der der Anordnung der Gene auf dem Genom, also N-P-M-F-H-L, entspricht.
Dabei liegt die N-mRNA ungeféhr 5-250 mal haufiger vor als die L-mRNA, dieser Gradient
kann je nach Typ der Zellinie, die infiziert wird, unterschiedlich steil sein. Aufgrund dieses
Gradienten stellt sich die Frage, ob es nicht einfacher ist, L-mRNA effektiv durch RNAi zu
zerstoren, als z.B. N-mRNA, die in erheblich groeren Mengen vorliegt. Auch funktionelle
Aspekte spielen eine Rolle. Das N-Protein umschliet und organisiert das Masernvirus
Genom, verpackt neu entstehende Genome und interagiert bei der Replikation mit dem
Polymerase-Komplex (bestehend aus dem P- und L-Protein). Das N Protein ist auch fur die
Kontrolle der Umschaltung von Transkription zur Replikation wichtig. Man nimmt dabei an,
dass erst eine bestimmte Menge von N-Protein synthetisiert werden mul3, bevor ein
Umschalten der Transkription zur Replikation stattfindet. Die Inhibition des N-Proteins durch
RNAI konnte also die Interaktion mit dem Polymerase Komplex storen sowie das Umschalten
von Transkription zur Replikation verzogern oder unterbinden.

Das P-Protein bildet zusammen mit dem L-Protein den eigentlichen Polymerase-Komplex. Es
ist dafur verantwortlich, dass die Polymerase wahrend der Transkription/Replikation am
Genom entlang wandern kann. Dabei vermittelt das P-Protein die Anlagerung der Polymerase

an das N-Protein. Im P-Leseraster werden zusatzlich noch das C- und V-Protein kodiert,
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wobei das V-Protein vermutlich die Typ-I Interferon Antwort inhibiert. Das P-Gen bietet sich
also auch als Ziel fur die RNA Interferenz an, da dadurch die Transkription/Replikation und
die Expression der C/V Leseraster stark beeintrachtigt werden kann.

Das L-Protein ist die eigentliche Polymerase der Masernviren und alle katalytischen
Eigenschaften des Polymerase-Komplexes gehen von ihm aus. RNAi gegen das L-Protein
sollte also sehr effektiv die Transkription/Replikation inhibieren, wobei aber nicht klar ist, ob
geringe Mengen L-Protein dennoch zur Transkription/Replikation ausreichen. Betrachtet man
den Transkriptions-Gradienten, féllt auf, dass von allen mRNAs am wenigsten L-mRNA
produziert wird. Das lasst darauf schliefen, dass die Masernviren wahrend der
Transkription/Replikation generell nur sehr wenig L-Protein benotigen. Sollte die fur die L-
mRNA spezifische siRNA also nicht zu 100% effektiv sein, konnte ein Restbestand des L-
Proteins dazu fuhren, dass die Replikation, wenn auch auf niedrigem Level, aufrechterhalten
werden konnte. Bei der Virusfreigabe wird das L-Protein in sehr geringen Mengen in die
viralen Partikel verpackt, damit das Virus nach der Infektion einer anderen Zelle auf eine
eigene virale Polymerase zuruckgreifen kann. Demnach ist bei den hier gemachten Versuchen
das L-Protein nach Infektion, durch das Input-Virus mitgebracht, vorhanden. Die L-siRNA
inhibiert also die Neusynthese des L-Proteins, das L-Protein des Input-Virus bleibt
unbeeinfluflt. Die siRNAs gegen die L-mRNA waren dennoch in der Lage, die
Transkription/Replikation zu inhibieren. Eventuell ist die mitgebrachte Menge des L-Proteins
nur ausreichend, um die Transkription anzufahren, aber nicht ausreichend, um eine
kontinuierliche Transkription/Replikation durchzufuhren. Ob die L-siRNA in der Lage ist,
diesen Effekt auch bei persistenten Infektionen zu vermitteln, musste getestet werden. Bei
einer persistenten Infektion liegt vermutlich durch die kontinuierliche Transkription eine
erheblich grolere Mengen an L-Protein vor. Dies konnte dann dazu fuhren, dass das Virus die
durch siRNA vermittelte transiente Herabregulation der L-mRNA mit dem vorhandenen L-
Protein uiberbruicken konnte. Eventuell wire dazu eine kontinuierliche Expression von shRNA
besser geeignet. Ein grofer Vorteil der RNAi mit dem L-Gen liegt darin, dass grofe
Sequenzbereiche des Gens konserviert sind. Mutationen in solchen konservierten Bereichen
entstehen kaum, da sonst essentielle Funktionen des Proteins verloren gingen und die
Virusvermehrung abbrechen wiirde. Man hat bei Versuchen zur RNA-Interferenz mit Viren
bereits gesehen, dass Viren aufgrund des Selektionsdrucks, den die eingesetzte siRNA ausiibt,
Mutationen in ihr Genom eingefuigt haben. Der Austausch einer einzigen Base in der siRNA
Zielsequenz hat dabei dazu gefuhrt, dass die Expression des Zielgens nicht mehr negativ

beeinflult wurde und sich das Virus wieder normal replizieren konnte. Die in dieser Arbeit
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jeweils eingesetzte siRNA wird durch den Verdau von langen dsRNA Transkripten
hergestellt, somit decken die einzelnen siRNAs groB3e Sequenzbereiche ab und sollten es dem
Virus dadurch fast unmoglich machen, durch Mutation von einzelnen Basen oder Abschnitten
der RNA-Interferenz zu entkommen. Wird aber uber eine shRNA Expressionskassette nur
eine spezifische siRNA Sequenz als Zielbereich benutzt, spielt die Auswahl solch
konservierter Sequenzen eine wichtige Rolle.

Die mit N-, P- und L1/L2-siRNA durchgefuhrten Experimente zeigen, dass die Expression
der Zielgene durch RNAI inhibiert werden kann. Dies ist mittels Westernblot in Abb.11(Seite
4) und Abb.12 (Seite 5) nachgewiesen. Die Expression des N-Proteins (nach N-siRNA
Transfektion) ist in Abb.11 noch in geringen Mengen nachzuweisen, der Nacheis des P-
Proteins (nach P-siRNA Transfektion) gelingt nicht mehr, da die Proteinmenge unter der
Detektionsgrenze des Western Blots liegt. Abb.12 (Seite) zeigt die trans-Effekte auf
Proteinebene nach Transfektion mit N-, P- und L1-siRNA. Hier zeigt sich, dass die Inhibition
der Proteine durch RNA Interferenz die Synthese anderer viraler Proteine verhindert, da
vermutlich keine Transkription/Replikation mehr stattfinden kann. Im Abschnitt 3.12.1 wird
mittels PCR der Einflufl der RNAi auf mRNA Ebene analysiert. Diese Analyse wurde sowohl
mittels einer semi-quantitativen RT-PCR als auch durch eine Real Time PCR durchgefuhrt.
Abb.19 und Abb.20 (Seite 12 und 13) zeigen den Einfluf der siRNA auf die P-mRNA und auf
das virale Genom. Sowohl N-siRNA wie auch L1/L2-siRNA reduzieren sowohl die jeweilige
mRNA als auch die Genom Menge stark. Die Real Time PCR ermoglicht eine bessere
Quantifizierung der Reduktion. In Abschnitt 3.12.2 (Seite 14) sind 3 unabhingige
Experimente zu einem Durchschnittswert zusammengefaf3t. Es wurde die relative Expression
der mRNA und des Genoms nach Transfektion der siRNA analysiert (Abb.21 (Seite)): N-
siRNA reduziert die P-mRNA um 96%, die M-mRNA um 96% und das Genom um 84%. Die
L1-siRNA reduziert die P-mRNA um 92%, die M-mRNA auf 80% und das Genom auf 87%.
Die L2-siRNA reduziert die P-mRNA um 89%, die M-mRNA um 83% und das Genom um
84%.

Da die gegen N, P und L gerichteten siRNAs vergleichbar gut funktioniert haben scheint der
Transkriptionsgradient der mRNA keinen negativen Effekt auf die RNA-Interferenz zu haben.
Vermutlich besitzen die Zellen durch die siRNA Transfektion bereits einen aktiven RISC, der
nach der Infektion sofort virale mRNA angreift. Damit bleibt dem Virus moglicherweise
keine Zeit, einen solchen Gradienten aufzubauen, was dann fur gleiche Startbedingungen fur

jede siRNA sorgt, unabhiangig vom Zielgen.
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In der Einleitung der Diskussion stellte sich die Frage, ob manche Proteine aufgrund ihrer
Eigenschaften besser als Ziel zur RNA1 geeignet sind als andere. Diese Frage ist vor allem
fur einen therapeutischen Ansatz zu beantworten, da die Zellen bereits mit Virus belastet sind,
bevor die siRNA appliziert wird. Demnach kann sich in diesem besonderen Umfeld die
Eignung der verschiedenen Zielgene zur RNA-Interferenz stark unterscheiden. Der hier
angewandte Versuchsaufbau kann diese Fragen allerdings nicht beantworten. Dazu wiren
noch Experimente mit Zellinien notig, die persistent mit MV infiziert sind. Die
durchgefuhrten Arbeiten zeigen aber, dass sowohl siRNA gegen N, P oder L das Potential

haben, die Transkription und Replikation von Masernviren duf3erst effektiv zu unterbinden.

4.2 RNA Interferenz gegen die Nicht-Struktur Proteine F und H

Die Membranhiille der Masernviren enthalt zwei virale Proteine, das Fusions Protein (F) und
das Haemagglutinin (H). Die H und F Glykoproteine interagieren miteinander um den
biologisch aktiven Fusionskomplex zu bilden. Es wird davon ausgegangen, dass das H Protein
nach der Bindung an die zelluldren Rezeptoren strukturelle Anderungen des F Proteins
induziert, welche dann den Fusionsprozess einleiten. Um neue Zellen zu infizieren oder um
mit benachbarten Zellen zu fusionieren ist also die Anwesenheit beider Proteine essentiell.
Wird entweder H oder F durch siRNA herabreguliert, kann man erwarten , dass die Zell-Zell
Fusion stark abnimmt. Diese Erwartung wurde durch die Versuche mit siRNA, die sich
entweder gegen das H oder F Protein richten, bestétigt. Die Abbildungen Abb. 15 (Seite 8)
und Abb. 16 (Seite 10) zeigen, dass die Fahigkeit zur Fusion nach Transfektion mit siRNA
stark eingeschrankt ist.

Interessanterweise wurde in einer Arbeit von Koschel unter anderem Plasmid-kodierte
antisense mMRNA komplementar zu der Sequenz des H Proteins eingesetzt, um die Expression
des H Glykoproteins zu unterbinden (Koschel et al., 1994). Diese antisense RNA konnte
sowohl die Infektion/Replikation in permissiven Zellen verhindern, als auch persistent
infizierte C6 Ratten Gliomazellen von der Viruslast befreien. Es scheint also moglich zu sein,
dass virale Proteine, die nicht dem essentiellen Polymerase Komplex oder RNP zugeordnet
sind, zur Inhibition der gesamten Virusreplikation fihren konnen. Der Mechansimus, auf dem
dieser Effekt beruht ist aber nicht bekannt. Zwei Argumente sprechen aber gegen die Wahl
des H Gens als Ziel der RNA Interferenz zu therapeutischen Zwecken. Zum einen wurden
diese Versuche an persistent infizierten C6 Ratten-Zellen gemacht. In wie weit diese
persistent infizierten Zellen als Modell fur SSPE Erkrankungen gelten konnnen ist fraglich.

Weder konnten die Untersuchungen dieser Zellenlinien schlussige Informationen fur den
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Grund der Persistenz liefern, noch konnte gezeigt werden, dass dieses Modell den Vorgéngen
in echten SSPE Infektionen entspricht. Ein anderer Grund, der gegen H als Ziel der RNA
Interferenz spricht, sind die molekularen Grundlagen der persistenten Infektion von
Masernviren. Anscheinend sind die Viren fur die Persistenz nicht unbedingt auf
funktionierende F oder H Proteine angewiesen. SSPE Patienten haben sehr hohe Titer an
neutralisierenden Antikorpern gegen Masernantigene im Serum und der
Ruckenmarksflussigkeit, die zur Hyperimmunitét fuhren. Zusitzlich sind viele Bereiche des
Maserngenoms, darunter F und H, durch Mutationen verdndert. Auch verdndert sich der
Transkriptionsgradient der viralen mRNA bei SSPE Patienten. Er wird relativ steil, was dazu
fuhrt, dass nur sehr wenig F und H Protein gebildet wird. Diese Befunde lassen darauf
schlieen, dass zur Aufrechterhaltung der persistenten Infektion weder das F noch das H
Protein essentiell sind. Deshalb ist siRNA, die gegen F oder H gerichtet ist, wohl nicht dazu
geeignet, in vivo zu therapeutischen Zwecken gegen eine persistente Masernvirusinfektion

eingesetzt zu werden.

4.3 RNA Interferenz gegen das Matrix Protein

Die Herabregulation des Matrix Proteins sollte zu verstarkter Synzitienbildung fuhren. Dieser
Effekt wurde bereits bei rekombinaten Masernviren beobachtet, deren Matrix Gen deletiert
wurde. Dieser Effekt konnte nach Transfektion der M-siRNA ebenfalls beobachtet werden
(siche Abb.15 B, Seite 8). Interessanterweise erhohte sich nach der Transfektion der M-
siRNA im Vergleich zu der Kontrolle sowohl die Menge der viralen mRNA, der genomische
RNA als auch die Expression viraler Proteine. Die Menge der viralen mRNA und des viralen
Genoms wurden dabei um den Faktor 2 bis 2,5 erhoht. Dies 1a3t darauf schlieen, dass das
Matrix Protein die Aktivitat des Polymerase Komplexes einschrankt. Diese Einschriankung
wirkt demnach sowohl auf die mRNA wie auch die Synthese von genomischer RNA. Dieser
Befund stimmt mit anderen Beobachtungen uberein, in denen mittels eines in vitro
Transkriptionsassays mit aufgereinigten RNP Komplexen die virale Transkription durch das
Matrix Protein gehemmt wird. In Zellen in denen das M Protein alleine exprimiert wird, ist es
gleichméBig in der Zelle verteilt. In infizierten Zellen dndert sich dies, das Protein ist dann
direkt unter der Zellmembran vorzufinden. Es nimmt dabei Einflu} auf die intrazelluléare
Verteilung der viralen Proteine und beinflu3t so auch die Virusfreisetzung. Neuere Arbeiten
mit Masern und Rinderpest Virus (RPV) haben gezeigt, dass die virale Polymerase wahrend
des Replikationszyklus auch direkt an der Plasmamembran mit dem Matrix Protein

interagiert. Eventuell ist dies der Bereich, indem das Matrixprotein die Aktivitat der
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Polymerase beinflusst. Auch bei anderen Viren, wie Sendai Virus, VSV und Influenza Virus
agiert das jeweilige Matrix Protein als Inhibitor der Transkription. In manchen Fillen sind
dabei auch zellulare Faktoren beteiligt, so z. B. bei Sendai Viren. Hier wird die inhibitorische
Wirkung des Matrix Proteins durch die Interaktion mit B-Tubulin aufgehoben. Im Fall der
Rhabies Viren inhibiert das Matrix Protein die Transkription, fuhrt dafur aber zu einer
Verstarkung der Replikation. Dieser Zusammenhang trifft fur Masenviren nicht zu, da die M-
siRNA zu einem Anstieg sowohl der Transkription als auch der Replikation fuhrte.

Die von SSPE Patienten isolierten viralen Genome sind durch zahlreiche Mutationen
charakterisiert, die die Bildung funktioneller Virionen verhindern. Die Mutationen, die dazu
fuhren, dass die Virusfreisetzung unterbunden wird, konzentrieren sich dabei auf das
zytoplasmatische Ende des F Proteins und das M Protein. Die Funktion des M Proteins wird
durch die Mutationen in verschiedenen Bereichen gestort: Oft ist das Startkodon zerstort oder
das Protein wird instabil, auch wird die protolytische Degradation verstarkt und es kommt
generell zu Basenaustauschen in seinem Leseraster. Zusitzlich existieren transkriptionelle
Mechanismen, die die Transkription des Matrix Proteins beinflussen. Einer fuhrt dazu, dass
die Polymerase nicht an der intergenischen Sequenz zwischen P und M abfillt, sondern weiter
durchlieBt. So entstehen durchgéngige P/M Transkripte. Da es aber duflerst unwahrscheinlich
ist, dass solche Transkripte bei der Proteinsynthese bis zu Ende translatiert werden, entstehen
von diesen P/M-mRNAs keine M Proteine. Der zweite Mechanismus wurde bereits
angesprochen. In Zellen des humanen ZNS besteht ein sehr steiler Expressionsgradient. Es
entstehen aufgrund dieses Gradienten kaum Transkripte von Genen, die Richtung 5 Ende des
Genoms liegen. Die sind hauptsiachlich F, H und L. Diese beschriebenen Prozesse also
Mutationen und Veranderungen der Transkription fuhren schlieBlich zu viralen Partikeln, die
kein M Protein mehr besitzen.

Es ist demnach aufgrund der in dieser Arbeit gemachten Beobachtung davon auszugehen,
dass die Abwesenheit des Matrix Proteins die Transkription und Replikation dieser Viren
verstarkt. Eventuell fuhren diese Mutationen bei der Ausbreitung im Gehirn zu einem

Selektionsvorteil gegeniiber Viren, die diese Mutationen nicht aufweisen.

4.4 Expression von L-spezifischer shRNA durch den lentiviralen Vector pLL 3.7

Der Einsatz von siRNA kann zur Beantwortung verschiedener Fragestellungen eingesetzt
werden. Die Herabregulation von Zielgenen in Zellkultur findet dabei nur temporar statt.
Wenn die Zellen sich teilen nimmt gleichzeitig die Konzentration der siRNA in jeder

einzelnen Zelle ab, so dass der Effekt der RNA-Interferenz abgeschwicht wird und letztlich
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ganz verschwindet. In vielen Fillen ist eine transiente Herabregulation der Zielgene sicherlich
ausreichend und effektive siRNA Sequenzen konnen so z.B. getestet werden, oder wie im Fall
dieser Arbeit, virale Gene herabreguliert werden, um die virale Replikation zu verhindern. Da
Masernviren sich bei einer akuten Infektion zumindest auf einem niedrigen Level replizieren
mussen um die Infektion aufrecht zu erhalten, kann eine transiente Transfektion der siRNA
bereits ausreichend sein, um die Infektion abzubrechen.

In anderen Bereichen bringt die kurzfristige Transfektion von siRNA aber Nachteile mit sich.
Besonders bei persistierenden Virusinfektion konnte die Inhibition der mRNA tiber einen
langeren Zeitraum notig sein, um die Infektion zu therapieren. Deshalb hat man damit
begonnen die eigentlichen siRNA Sequenzen in Expressionskassetten fur die sog. shRNA
einzufugen. Unter der Kontrolle eines standig aktiven U6 oder H1 Promoters wird so eine
RNA Sequenz exprimiert, die sich in eine bestimmte Sekundarstruktur (Short Hairpin) faltet.
Diese wird in den RISC aufgenommen und fuhrt zu RNAi (Siolas et al., 2005). Die Effizienz
der Transfektion spielt fur die erfolgreiche Herabregulation des Zielgens eine entscheidende
Rolle. Neuronale oder primédre Zellen lassen sich chemisch oft nur relativ schlecht
transfizieren, was die Anwendung von siRNA schwierig macht. Eine Moglichkeit dieses
Problem zu umgehen ist es, virale Vektoren zu konstruieren, die eine shRNA
Expressionkassette besitzten. Lentivirale Vektoren haben gegenuiber chemisch transfizierten
siRNA zusitzliche Eigenschaften: Sie konnen sowohl sich teilende als auch sich nicht-
teilende Zellen infizieren, sie integrieren die sShRNA Expressionskassette stabil in das Genom
der Wirtszelle, exprimieren ihr Transgen uber lange Zeitraume (Li et al., 2005b) und es ist
moglich die Oberflachenproteine zu pseudotypisieren (Cronin et al., 2005). Somit lassen sich
gewebsspezifische Partikel herstellen, die dann genau die Zellen infizieren, die auch von den
Pathogenen betroffen sind. Nachteile sind mogliche Mutationen von Genen der Wirtszelle, die
durch zuféllige Integration des Virusgenoms entstehen konnen. Auch werden virale Partikel
durch das Immunsystem erkannt und eine entsprechende Immunantwort eingeleitet, was bei
mehrfacher Gabe dieser Vektoren von Nachteil ist.

Es ist durch bestimmte Algorithmen moglich, siRNA Sequenzen zu bestimmen, die eine
vergleichsweise hohe Wahrscheinlichkeit haben die mRNA ihres Zielgens abzubauen. Diese
Algorithmen funktionieren aber nicht, wenn es darum geht, effiziente shRNA Strukturen
voraus zu sagen. Eventuell spielen dabei noch andere Faktoren eine Rolle, denen bis jetzt
wenig Beachtung zuteil wurde. So besitzen die meisten bis jetzt in Arbeiten eingesetzten
shRNA Expressionskassetten eine traditionelle Haarnadelstruktur. Es konnte gezeigt werden,

dass die Effizienz der shRNA stark verbessert werden kann, wenn diese Haarnadelstruktur
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gegen eine andere Struktur ausgetauscht wurde, z.B. durch eine bei naturlicher miRNA
vorkommenden Sequenz.

Da also keine besonders effizienten siRNA Sequenzen vorbestimmt werden konnen, ist der
Ansatz in dieser Arbeit, zuerst kurze 21bp lange siRNAs zu identifizieren, die erfolgreich die
Expression des L-Gens unterbinden. Diese Sequenzen sollen dann in eine shRNA
Expressionskassette eingesetzt werden, wobei die ubliche Haarnadelsequenz gegen die von
Boden et al. beschriebene, verbesserte Sequenz ausgetauscht wurde. Von vielen getesteten
Sequenzen gegen das L-Gen konnten nur zwei wirksame identifiziert werden (Abb.25, Seite
16). Beide Sequenzen konnten nach Transfektion und Infektion mit Masern die Expression
des Nukleokapsids und des Matrix Proteins so weit unterdriicken, dass diese Proteine im
Western Blot nicht mehr nachweisbar waren. In den so behandelten Proben konnten auch
keine durch Masernviren induzierten Synzitien mehr gefunden werden.

Die Sequenzen wurden danach in eine shRNA Expressionskassette eingefugt, die dann in den
Vektor pLL 3.7 einkloniert wurde. In Fig.26 auf Seite 17 sind die Klone dargestellt, in die die
Kassette erfolgreich einkloniert wurde. Mit Hilfe dieser Plasmide sollen dann lentivirale
Partikel hergestellt werden, mit denen dann CHO 5.3 Zellen und mit Masernvirus persistent
infizierter Zellinien infiziert werden sollen. Da fur Folgeversuche nur Zellpopulationen von
hohem Reinheitsgrad benutzt werden konnen, werden die nicht infizierten Zellen mit Hilfe
eines Zellsortierers aussortiert (nicht infizierte Zellen besitzen kein eGFP). Zum Zeitpunkt der
Niederschrift dieser Arbeit konnte noch nicht getestet werden, ob die hier hergestellte sShRNA

funktioniert.

4.5 RNAi Experimente im Tiermodell

Der Mechansismus der RNA Interferenz konnte in dieser Arbeit unter anderem dazu genutzt
werden um in Zellkultur die Replikation von Masern zu unterdriicken. Da der Mechansimus
der RNAI in Zukunft auch zu therapeutischen Zwecken genutzt werden konnte, sollte als
nachstes untersucht werden, welches Potential diese Technik in vivo besitzt. Dabei kann
evaluiert werden, welche Appplikationstechniken, also siRNA oder von Plasmiden und
viralen Vektoren exprimierte shRNA, sich in welchem Bereich als sinnvoll oder unnutz
erweisen.

Wird siRNA zur in vivo Applikation verwendet, stellt sich zuerst die Frage, wie die siRNA an
den Ort kommt, an dem sie wirken soll. Eine Moglichkeit ist die direkte Injektion am Zielort.
So wurde in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass so die siRNA erfolgreich in Organe wie

Augen, Lunge und das zentrale Nervensystem verabreicht werden konnte (Kumar et al., 2006;
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Li et al., 2005a; Reich et al., 2003). So konnte zum Beispiel in Mausen das Respiratorische
Synzytial Virus (RSV) durch nasal applizierte siRNA an der Replikation gehindert werden
(Bitko et al., 2005). Bei dieser Arbeit sind zwei Punkte besonders interessant gewesen: Zum
einen aktivierte die siRNA weder eine IFN-o oder IFN-B Antwort in vivo, was fur die
Wirksamkeit der siRNA spricht. Zum anderen hatte die siRNA auch dann einen relativ
starken inhibitorischen Effekt, wenn sie ohne Transfektionsreagenz verabreicht wurde.

Solche Applikationen weisen aber noch Nachteile fur eine Anwendung bei Patienten auf. Zum
einen sind die beschriebenen Applikationstechniken beim Menschen nicht ohne weiteres
anzuwenden. Die Applikation sollte, wenn moglich, uiber konventionelle und klinisch erprobte
Wege durchgefuhrt werden konnen. Lokale Injektionen sind auch keine Losung, wenn die
siRNA systemisch wirken muss. Fur diesen Fall muss dafur gesorgt werden, dass bestimmte
Kriterien eingehalten werden, darunter die Stabilitdt der siRNA, die Fahigkeit in die Zellen
aufgenommen zu werden und eine hohe Bioaviabilitit zu besitzen. Erste Arbeiten dazu
wurden von der Firma Alnylam durchgefuhrt. Um die angesprochenen Kriterien zu erfullen
wurden die siRNA Duplice chemisch verdndert, und zwar in der Form, dass am 3"Ende des
+Strangs Cholesterol angefugt wurde (chol-siRNA). In Versuchen zeigte diese Modifikation
keine Einschrankung der Wirkung der siRNA, dafur aber verbesserte pharmakologische
Eigenschaften. Nach genaueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die chol-siRNA
an humanes Serumalbumin (HSA) bindet, wahrend unmodifizierte siRNA dies nicht tut.
Radioaktive chol-siRNA hat bei der Untersuchung der Halbwertzeit im Plasma von t,,=
95min, die unmodifizierte siRNA von t,,= 6min, was zeigt, dass die chol-siRNAs erheblich
stabiler als unmodifizierte siRNAs sind. Dies konnte daran liegen, dass die Bindung der
siRNA an das HSA die siRNA vor dem Abbau durch Exo- und Endonukleasen schiitzt,
welche im Blut vorhanden sind. Auch konnte die chol-siRNA sehr gut vom Gewebe
aufgenommen werden, so das sie 24h nach Injektion sowohl im Herz, Nieren und der Lunge
nachgewiesen werden konnte. Dem gegenuiber konnte unmodifizierte siRNA in keinem dieser
Organe gefunden werden (Soutschek et al., 2004). Diese Arbeiten zeigen, dass siRNA in vivo
gut als therapeutisches Agens eingesetzt werden kann, und dass die Weiterentwicklung der
siRNA durch chemische Verbindungen ihre Wirksamkeit stark anheben kann.

Eine andere Art, siRNA in die Zellen zu bringen, ist ihre Expression mittels shRNA
Expressionskassetten, wobei sie durch Plasmide oder virale Vektoren exprimiert werden
konnen. Die Plasmide sind wohl fur eine in vivo Applikation am schlechtesten geeignet, da sie
weder zielgerichtet appliziert und, im Vergleich zu kleinen siRNA Molekiilen, auch erheblich

schlechter in Zielzellen transfiziert werden konnen. Diese Schwachpunkte konnen vermieden



70

werden, wenn virale Vektoren verwendet werden. Aufgrund ihres Tropismus konnen sie
zielgerichtet eingesetzt werden, und durch die Mechanismen, die das Virus zum Eintritt in die
Zielzellen nutzt, ist auch dafur gesorgt, dass die shRNA in die Zelle hinein kommt.
Momentan werden dazu meist zwei Systeme verwendet: Adenovirale Vektoren oder
lentivirale Vektoren (Bahi et al., 2005; Grimm et al., 2005). Adenovirale Vektoren
exprimieren die shRNA nur transient, da sie sich nicht in das Genom des Wirtes integrieren.
Dies kann eventuell ausreichend sein, um das gesetzte Ziel zu erreichen. Nachteilig an ihnen
ist sicherlich, dass sie nur einmal verabreicht werden konnen. Nach der ersten Injektion bildet
das Immunsystem Antikorper gegen die viralen Partikel, so dass sie bei einer zweiten Gabe
zum groften Teil von den Antikorpern neutralisiert werden und so kaum noch wirken konnen.
Lentivirale Vektoren haben den Vorteil, dass sie stabil in das Genom des Wirts eingebaut
werden, und somit die shRNA kontinuierlich uiber einen langen Zeitraum exprimieren konnen.
Dies konnte vor allem dann ein Vorteil sein, wenn z.B. ein viraler Erreger therapiert werden
soll, bei dem eine transiente siRNA Expression nicht ausreichend ist, um den Erreger zu
eliminieren. Auch wiirde diese stabile Expression notig sein, wenn dadurch genetische
Schiaden des Patienten ausgeglichen werden sollen, zum Bespiel bei Einzel-Nukleotid
Polymorphismen. Ein weiterer Vorteil ist, das diese Technik bereits in der medizinischen
Anwendung steht und dort bereits mit Erfolg eingesetzt werden konnte, zwar nicht im Bezug
auf siRNA aber bereits zur Therapie von Gendefekten. Deshalb konnten mit dieser Technik
schon viele Erfahrungen gesammelt werden. Der Nachteil dieser viralen Vektoren hat sich
dabei aber auch gezeigt. Es gab Patienten, die eine bis dahin unbekannte Allergie gegen
Proteine des viralen Vektors hatten und nach der Applikation aufgrund des daraus folgenden
anaphilaktischen Schocks verstorben sind. Bei anderen Patienten konnte zwar die Gentherapie
erfolgreich durchgefuhrt werden, das Virus zerstorte bei der Integration in das Wirtsgenom
aber Gene oder regulatorische Elemente, so dass es zu der Entstehung einer Krebserkrankung
kam. Somit 4Bt sich sagen, das virale Vektoren eine Form der Applikation fur shRNA sein
konnen, aber auch ein gewisses Risikopotential besitzen.

In der Arbeitsgruppe von J. Schneider-Schaulies wurde kiirzlich ein Tiermodell in der Maus
etabliert, welches als Nager-Modell der SSPE dient. In diesem Modell konnte untersucht
werden, ob siRNAs, die sich gegen die N, P- und L-mRNA richten, die Ausbildung der
persistenten Infektion verhindern konnen und ob sie nach einer Infektion zur Therapie benutzt
werden konnen. Auch kdonnte untersucht werden, ob sich normale siRNA oder shRNA
exprimierende virale Vektoren fur diese Anwendung besser eignen, sowohl im Bezug auf ihre

Wirksamkeit als auch auf ihre Distribution im ZNS.
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5. Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung (dt.)

Im Gegensatz zu genetisch modifizierten Viren ermoglicht der Einsatz von siRNA zur RNA
Interferenz (RNA1) die post-transkriptionelle Inhibition der Gen-Expression zur Analyse von
Infektionen mit vollig identischen Viren. Mittels RNase-III hergestellter siRNA wurde die
Expression der sechs Masernvirus Gene unterbunden.

Ist die siRNA gegen das Nukleokapsid (N)-, das Phospho (P)- oder gegen das Large (L)-
Protein gerichtet, kommt es zur effektiven Einschrankung der Replikation und der generellen
Gen-Expression. Diese drei Proteine sind fur Transkription und Replikation essentiell, da die
Genprodukte dieser drei Proteine die RNA-abhingige RNA Polymerase und den
Ribonukleoproteinkomplex (RNP) bilden. SIRNA gegen das Fusionsprotein (F) und das
Hamagglutinin (H) schranken das Ausmal} der Zell-Zell Fusion ein. Interessanterweise fuhrt
die Inhibition der Expression des Matrix-Proteins (M) nicht nur zu einer Verstarkung der
fusogenen Aktivitat, sondern erhoht gleichzeitig die Expression der uibrigen viralen mRNA
und genomischer RNA um den Faktor 2-2,5, so dass das Verhédltnis mRNA:Genom konstant
bleibt. Dieser Befund lasst darauf schlieen, dass M als negativer Regulator der viralen
Polymeraseaktivitat wirkt, und sowohl die Produktion von mRNA wie auch die Genom-
Replikation in gleichem Maf beeinflusst.

AnschlieBend wurden synthetische siRNAs gegen die L-mRNA gesucht. Effektive Sequenzen
wurden dann, in Form einer shRNA Expressionskassette, in einen lentiviralen Vektor
einkloniert. Damit sollen dann lentivirale Partikel hergestellt werden, mit denen Zellen
infiziert werden konnen, so dass diese Zellen dann stabil siRNA exprimieren. Dieser Teil der

Arbeit war zum Zeitpunkt der Niederschrift noch nicht beendet.

5.2 Summary

In contrast to studies with genetically modified viruses, RNA interference (RNA1) allows the
analysis of virus-infections with identical viruses and posttranscriptional ablation of
individual gene functions. Using RNaselll-generated multiple short interfering RNA (siRNA)
against the six measles virus (MV) genes, we found efficient downregulation of viral gene
expression in general with siRNAs against the nucleocapsid (N)-, phosphoprotein (P)-, and
polymerase (L)-mRNAs, the translation products of which are forming the ribonucleoprotein
(RNP) complex. Silencing of the RNP-mRNAs was highly efficient in reducing viral
messenger and genomic RNAs. SiRNAs against the mRNAs for the haemagglutinin (H)- and
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fusion (F) proteins reduced the extent of cell-cell fusion. Interestingly, siRNA-mediated
knockdown of the matrix (M) protein not only enhanced cell-cell fusion, but also increased
the levels of both, mRNAs and genomic RNA by a factor of 2 to 2.5, so that the genome to
mRNA-ratio was constant. These findings indicate that M acts as a negative regulator of the
viral polymerase activity, affecting mRNA transcription and genome replication to the same
extent.

In addition, two synthetic siRNA targetting the L-mRNA, were identified. These two
sequences were cloned into a sShRNA expressing lentiviral vector, which can then be used to
produce pseudotyped lentiviral particels. Cells infected with these viral particles will express

the siRNA continousely. This work was not finished when this thesis was written.
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