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EINLEITUNG

I Einleitung

1.1 Molekularer Mechanismus der eukaryotischen Translaibn

Die Genexpression reguliert alle biologischen Vaggieiner Zelle. Dabei wird die auf einem
Gen codierte Information in ein definiertes Expr@ssprodukt umgesetzt. Zunachst entsteht
durch die Transkription eines Gens eine préa-RNAs dnschlieRend noch im Zellkern
prozessiert wird. Dazu werden die Introns durchefBgn entfernt und bei Protein-
codierenden RNAs (MRNAsmessengeRNA) eine 5’cap-Struktur durch Ubertragen eines
GMP-Nucleotids in Form einer 5',5-Triphosphatbimdu an das 5’Ende synthetisiert,
welches im Anschluss methyliert wird {@pppN-cap). Am 3’Ende der RNA generiert dann
die Poly(A)-Polymerase einen poly(A)-Bereich (Satk976; Wahle & Ruegsegger, 1999).
Die prozessierte mMRNA ist somit aus drei Teilbdreic aufgebaut. Am 5’Ende befindet sich
eine untranslatierte Region (5’UTR), deren RNA-Btnun vollstandig unstrukturiert bis
komplex strukturiert variieren kann. Der 5’UTR foldje Protein-codierende Sequenz (ORF -
open reading frameund eine 3'UTR, die ebenfalls eine unstruktugetiis komplex
strukturierte Organisation besitzen kann. Nach Jpart der mRNA vom Zellkern in das
Cytoplasma wird die Translation durch die Initiasfaktoren (elFs) und die ribosomalen
Untereinheiten initiiert.

Der Translationsprozess umfasst vier Schritte:di#) Initiation, (2) die Elongation, (3) die
Termination und (4) das Ribosomen-Recycling (Jacksoal, 2010). Jeder Schritt zeichnet
sich dabei durch ein komplexes Zusammenspiel voanslationsfaktoren aus, die zur
Ausbildung von Initiationskomplexen und translasithigen Ribosomen bis zur Wieder-
verwertung von Ribosomen am Ende einer Translagaksion beitragen. Den wichtigsten
Schritt in diesem Translationsprozess nimmt digdtionsreaktion ein, in deren Verlauf die
ribosomalen Untereinheiten an das AUG-Startcodomd@NA rekrutiert werden und die im
Folgenden detailliert aufgezeigt wird.

Die Voraussetzung fur den Beginn der Initiationgeghder Translation ist die Bereitstellung
von ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheiten. Died erreicht durch die Dissoziation der
80S-Ribosomen, zum einen aus dem grof3en Pool gonfeeien”, d.h. nicht an mRNA-
assoziierte 80S-Ribosomen (Cooperal, 1976; Otto & Puglisi, 2004) und zum anderen aus
80S-Ribosomen, die eine Translationsreaktion badrateen (Abb. I-1 Schritt 1, Ribosomen-
Recycling). Das Ribosomen-Recycling erfolgt dur@h Translations-Initiationsfaktoren elF1,
elF1A und elF3. Diese Faktoren dissoziieren die Ri¢Aundenen 80S-Ribosomen in die
60S-Untereinheiten und in die mRNA- bzw. tRNA-getbeinen 40S-Untereinheiten. elF1
fordert anschliel3end die Freisetzung der asscaiidiRNA von der 40S-Untereinheit. Eine
Reassoziation wird durch die gebundenen Initiafetkisren elF1, elF1A und elF3 an der
40S-Untereinheit verhindert (Pisareval, 2007a; Jacksoet al, 2010). Ceci und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass eine Reassoziation der ritedsanUntereinheiten zudem durch die
Bindung von elF6 an die 60S-Untereinheit unterbunded (Ceciet al, 2003).
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Der erste Schritt in der Initiationsreaktion is¢ diusbildung des 43S-Prainitiationskomplexes
(PIC). Der PIC besteht aus dem elF2-Ternar-Komyék2-TC), der ein GTP und die mit
Methionin beladene Initiator-tRNA enthalt (elF2-GMet-tRNAM®, den Translations-
Initiationsfaktoren elF1, elF1A, elF3 und elF5 sewler ribosomalen 40S-Untereinheit (Abb.
I-1 Schritte 2 und 3; Petersat al, 1979a; Olseret al, 2003). Wéahrend der Translations-
initiation wird der 43S-PIC an das 5’Ende der mRikrutiert. Dieser Prozess wird durch
den elF4F-Komplex vermittelt, der sich aus der DEB&X-RNA-Helikase elF4A, dem
scaffoldProtein elF4G und dem cap-Bindeprotein elF4E zumsansetzt. elF4E bindet dabei
die 5’cap-Struktur. elF4G, das im elF4F-Komplex elf4A und elF4E interagiert, assoziiert
sowohl mit elF3 im 43S-PIC als auch mit dem poly@hdeprotein PABPC, das an den
poly(A)-Bereich der mRNA bindet. Uber diesen Vorgamird die mRNA zirkularisiert und
der weitere Ablauf der Translationsinitiation stiratt (Tarun & Sachs, 1996; Imatale al,
1998; Gingrast al, 1999; Kahvejiaret al, 2005). Die Bindung des elF4F-Komplexes an die
MRNA hat zur Folge, dass die Sekundarstruktur deapsproximalen Region partiell
entwunden wird. Diese Entwindung wird durch elF4dtan kooperativer Mitwirkung von
elF4B katalysiert. Rogers und Mitarbeiter konnteachweisen, dass der Initiationsfaktor
elF4B in diesem Prozess die Helikaseaktivitat visidA& stimuliert (Rogert al, 2001). Die
anschlieBende Entwindung der SekundarstrukturedemNahe des 5'caps ermdglicht die
Assoziation des 43S-PIC Uber die 40S-Untereintredia mRNA (Abb. I-1 Schritte 4 und 5).
Nach der Rekrutierung des 43S-PEcannt die 40S-Untereinheit mit den assoziierten
Translations-Initiationsfaktoren die mRNA in 5-Bichtung vom 5’cap bis zum AUG-
Startcodon, an dem sich dann eine Basenpaarunglenit Anticodon der Met-tRNX®
ausbilden kann (Abb. I-1 Schritt 6; Cigaset al, 1988). elF4A unterstitzt dabei die
Entwindung von RNA-Sekundarstrukturen stanningProzess, der somit ATP-abhangig ist.
Der Verbrauch von ATP ist proportional zum Grad 8éukturierung der 5’UTR (Jackson,
1991, Svitkinet al, 2001b). Es gibt Hinweise darauf, dass dies@sningzuséatzlich durch
die Initiationsfaktoren elF1 und elF1A unterstinwitd, die die 40S-Untereinheit in einer
scanningkompetenten Konformation halten (Passmeteal, 2007). Nach Erkennung des
Initiationscodons erfolgt die elF5-vermittelte GHydrolyse von elF2 (Petersoet al,
1979b; Pauliret al, 2001). Dieses fuhrt zur Verringerung der Affinitéoon elF2 zur Met-
tRNAM® und somit zur Ausbildung des s.g. 48S-Initiatiarsklexes (Abb. I-1 Schritt 7).
Um zwischen falschen Basen-paarungen des Anticoden#let-tRNA"" in der 5’'UTR zu
diskriminieren, ist das AUG-Startcodon meist Teiline# Konsensussequenz
GCC(A/G)CCAUGG (Kozak-Konsensus-sequenz; Kozak, 1986). elF1 nirdabei eine
Schlusselrolle ein, denn es ermdglicht dem 43S-R@nutlich das AUG-Startcodon von
nicht-AUG-Codons zu unterscheiden (Pest@taal, 1998a; Pestova & Kolupaeva, 2002;
Pisarewet al, 2006).

Der letzte Schritt der Translations-Initiationsreak ist die Assemblierung eines
funktionellen 80S-Ribosoms (80S-Initiationskomplexias auch als 608ibunit joining

2



EINLEITUNG

bezeichnet wird. In diesem Schritt katalysiert &@F%velches eine Ribosomen-abhéngige
GTPase ist, die Anlagerung der 60S-Untereinheilem 48S-Initiationskomplex (Pestoea
al., 2000). Weiterhin werden die Initiationsfaktorelir® elF2-GDP, elF3, elF4A, elF4B,
elF4G und elF5 simultan aus dem 48S-Initiationskemfreigesetzt (Abb. I-1 Schritte 8 und
9). elF5B hat die Funktion, elF2 partiell von de@S4Untereinheit freizusetzen. Die
Hydrolyse von elF5B-gebundenem GTP wird hierbectudie 60S-Untereinheit induziert, ist
aber nicht essentiell fir das 688bunit joining (Jacksonet al, 2010). Vielmehr
gewahrleistet die Hydrolyse die eigene Freisetzmog elF5B und elF1A aus dem
assemblierten 80S-Ribosom, durch das dieses Elongdtompetent wird (Pestowet al,
2000). Dieser Prozess wird zusatzlich durch einterdktion von elF1A mit elF5B
beschleunigt (Olseat al, 2003; Ackeret al, 2006; Ackeret al, 2009).

Die zum folgenden mRNA-Codon komplementare Aminb#RNA kann nun mit der
Aminoacylbindestelle (A-Bindestelle) des 80S-Ribmsoassoziieren und die erste Peptid-
bindung der Elongationsreaktion ausbilden. Wahréad Elongationsphase der Translation
wird die genetische Information der mRNA in eineotemsequenz translatiert. Die
Termination der Translation wird durch das StopgenElongationsreaktion an den mRNA-
Stopcodons (UAA, UAG, UGA) initiilert, da fiur dies€odons keine komplementare
Aminoacyl-tRNA existiert. Durch die Terminationstaken eRF1 und eRF3eifkaryotic
release factorswird die Polypeptidkette von der Polypeptidyl-tRNreigesetzt (Kisseleet
al., 2003). Anschliel3end erfolgt die Dissoziation 88S-Ribosoms von der mRNA (Abb. I-1
Schritt 1).
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Abb. 1-1: Molekularer Mechanismus der eukaryotischen Translation. Der Translationsprozess an einer
mRNA wird in vier Schritte unterteilt: InitiationElongation, Termination und Ribosomen-Recyclinge Di
Initiationsreaktion wird zusatzlich in acht Phag@rd) unterschieden: (2) Bildung des Ternar-KompkeKT C)
elF2-GTP-Met-tRNA™, (3) Bildung des 43S-Préinitiationskomplexes (PI®) mRNA-Aktivierung durch
Bindung des elF4F-Komplexes an die 5’cap-Strukter thRNA, (5) Bindung des 43S-PIC an den elF4F-
Komplex und der mRNA, (65canningdes 43S-PIC entlang der 5’UTR in 5’-3'-Richtung) E€rkennung des
AUG-Startcodons und Ausbildung des 48S-Initiatiammablexes, (8) 60Subunit joiningzum 80S-Initiations-
komplex, katalysiert durch elF5B, (9) Freisetzumgy elF1A und elF5B zur Assemblierung eines Elormogesti
kompetenten 80S-Ribosoms. Der Initiationsreaktiohlie3t sich die Elongation und die Termination dig
vom (1) Ribosomen-Recycling gefolgt wird, das zusddziation der 80S-Ribosomen in die ribosomales-40
und 60S-Untereinheiten fuhrt. Abbildung aus Jacletcal (2010).
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1.2 Alternative Wege der Translationsinitiation

Bei einer Vielzahl von Viren, insbesondere (+)-8g&RNA-Viren, hat sich ein alternativer
Mechanismus der Translationsinitiation tUber eirterme Ribosomenbindestelle (IRES) in der
5'UTR entwickelt. Urspringlich entdeckt wurde diesé&echanismus an der viralen RNA des
Poliovirus (PV) und des Encephalomyocarditis Vi(EMCV; Janget al, 1988; Pelletier &
Sonenberg, 1988). Aufbauend auf diesen Arbeiterd@muzahlreiche weitere IRES-Elemente
bei (+)-Strang-RNA-Viren, wie den Picornaviren uHdpaciviren (z.B. HCV - Hepatitis C
Virus), aber auch bei mRNAs, die von DNA-Viren caeddiwerden, wie dem Herpes-Virus
sowie zellularen mRNAs identifiziert (Bairét al, 2006). Die IRES ist ein spezifisch
gefaltetes Sekundar- bzw. Tertiarstrukturelement B&A, an das der 43S-PIC zur
Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes direkt l@ndkann. Somit erfolgt die Initiation der
Translation 5’cap-unabhangig und auch unabhangngdem meisten Initiationsfaktoren. Der
weitere Verlauf der Translation, der die Assembingy eines 80S-Ribosoms, die Elongations-
und die Terminationsreaktion beinhaltet, erfolgheigen analog zu 5’cap-mRNAs (Jacksbn
al., 2010).

Im Falle der HCV-IRES liegt einer der einfachstaiti@tionsmechanismen der Translation
vor, der sich durch ein Minimum an essentielletidtionsfaktoren zur Ausbildung des 48S-
Initiationskomplexes auszeichnet und im Folgendergestellt wird. Die Initiation erfolgt
nach einem 5’cap-unabhangigen Mechanismus, da '@aslé der 5’UTR des HCV-RNA-
Genoms keine cap-Struktur besitzt und auch ohneBdieiligung der Faktoren elF4B und
elF4F (Abb. 1-2; Pestovat al, 1998b; Jacksomt al, 2010). Die 5’UTR wird in vier
Domanen unterteilt (I-1V). Das IRES-Element wirdbéda von den Doménen II-IV und
zusatzlich von ca. 40 Nucleotiden der codierendequ&nz des Core-Proteins gebildet
(Tsukiyama-Koharaet al, 1992; Wanget al, 1993; Reynoldset al, 1995; Hondaet al,
1999). Die ersten 40 Nucleotide der 5’UTR (Domanesind fir die IRES-abhangige
Translation nicht essentiell (Pestosaal, 1998b), werden aber fur eine férdernde (Fukeshi
al., 1994; Luoet al, 2003) bzw. reprimierende (Rijnbramd al, 1995; Grassmanst al,
2005) Wirkung auf die IRES kontrovers diskutierie@doméanen llic, llid, Ille und llIf
bilden den Kern der HCV-IRES (Abb. I-2) und vermitt die direkte Bindung der 40S-
Untereinheit des 43S-PIC an die HCV-RNA. Diese ritdon fuhrt zur Konformations-
anderung in der 40S-Untereinheit, so dass das Ata@eBdon in der Domane IV direkt in
der Peptidylbindestelle (P-Bindestelle) der 40Sddginheit ohne die Notwendigkeit eines
scanningProzesses positioniert wird (Honda al, 1996; Pestovat al, 1998b; Kieftet al,
2001). Die Bindung der 40S-Untereinheit an die IRES] die Ausbildung des 48S-
Initiationskomplexes wird zuséatzlich durch die #teeInteraktion von elF3 mit den Doménen
llla, Illb und lllc der HCV-IRES unterstitzt (Pestoet al, 1998b; Kieftet al, 2001). Nach
der Rekrutierung des elF2-TC durch elF3 erfolge wauch bei der Initiation an der 5’cap-
MRNA, die elF5-katalysierte Hydrolyse von elF2-getbtenem GTP und das 6@8bunit
joining zur Ausbildung des 80S-Ribosoms. Dieses wird wigledurch elF5B vermittelt
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(Pestoveet al, 2000). Interessanterweise wurde alternativ zaaieMechanismus auch eine
elF2-unabhangige Initiation beschrieben (Terestiral, 2008). So konnte gezeigt werden,
dass zur Assemblierung eines 80S-Ribosoms ledigliehMet-tRNAY®, elF3 und elF5B
sowie die ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheitendbgt werden. In diesem Prozess
tbernimmt wahrscheinlich elF5B die Stabilisierungdudie Bindung der Initiator-tRNA an
die 40S-Untereinheit. Uber diesen Mechanismus kdienHCV-IRES auch bei zellularen
Stressbedingungen, in denen die elF2-vermitteligation durch Phosphorylierung der
elF2o-Untereinheit blockiert ist, die Translation ingien.

Wie bereits oben aufgezeigt, enthalten die meist®@NAs eine 5’cap-Struktur und einen
poly(A)-Bereich am 3’Ende, so dass durch Bindung eé-4F-Komplexes und PAPBC eine
5’-3-Interaktion ermdglicht wird, die die Transkah stimuliert. Die HCV-RNA besitzt
jedoch keinen poly(A)-Bereich am 3’'Ende, sonderneeB’UTR, die sich durch drei
Strukturelemente auszeichnet (Kolykhaletval, 1996): (1) eine nichtkonservierte variable
Region, (2) ein einzelstrangiger poly(U/C)-Bereftlanakaet al, 1995; Yamadat al, 1996)
und (3) eine hochkonservierte Sequenz von 98 NtidiEo (3'X-Region), die drestem-loops
ausbildet (Tanakat al, 1995). Es gibt Hinweise darauf, dass im Falle WCV eine
Zirkularisierung der viralen RNA durch zellulareoRine, die s.g. NFAR-Proteinauclear
factors associated with dsSRINAIF90, NF45 und RHA (RNA-Helikase A) begunstigtrayi
die an die 5’- und 3'UTR der HCV-RNA binden (Iskehal, 2007). DarUber hinaus wurden
RNA-RNA-Interaktionen destem-loopSL3 des 3’Endes des viralen ORFs mit der IRES
nachgewiesen (Romero-Lopez & Berzal-Herranz, 20D®). potentielle Einfluss der HCV-
JUTR auf die IRES-vermittelte Translation wird amgn kontrovers diskutiert.
Untersuchungen zeigten eine fordernde Wirkung ddmR (Ito et al, 1998; McCaffreyet
al., 2002), keinen Einfluss (Fang & Moyer, 2000; Kdagarnow, 2002; Imbert al, 2003)
bzw. einen inhibitorischen Effekt (Murakargi al, 2001) auf die IRES-initiierte Translation.
Verschiedene Faktoren, z.B. Proteine oder RNAsdiise Effekte vermitteln, konnten bisher
nur mit dem Protein IGF2BP1ingulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1
identifiziert werden. Durch die Bindung an die HQWTR verstarkt IGF2BP1
maoglicherweise die HCV-IRES-vermittelte Translat(@einlich et al, 2009).



EINLEITUNG

43S
complex

48S complex

Abb. I-2: Translationsinitiation an der HCV-IRES. Schematische Darstellung der HCV-5'UTR, bestehend
aus der Doméne | und dem IRES-Element (Doméandl#sfl IV). Die HCV-IRES bindet direkt den 43S-PIC
ohne einenscanningProzess an das AUG-Startcodon. Dies wird durch Idteraktion von elF3 mit den
Domaénen llla, lllb und lllc und der 40S-Untereinheaiit den Doméanen llic, llid, Ille und IlIf der IRk
ermoglicht und fuhrt zur Ausbildung des 48S-Inibaskomplexes. Die Abbildung wurde nach Jackebml
(2010) modifiziert.

Die Translationsinitiation an der IRES des Encepmglocarditis Virus findet ebenfalls ohne
die meisten der in der 5’cap-abhangigen Translatisalvierten Initiationsfaktoren statt. Die
Initiation erfolgt wie an der HCV-IRES, ebenfallsabhé&ngig vom cap-Bindeprotein elF4E,
da das virale RNA-Genom auch keine 5’cap-Strukiin&t (Pestovat al, 1996a; Pestovet
al., 1996b). Der Initiationsprozess beginnt mit dendging eines elF4G-elF4A-Komplexes
an einestem-loopStruktur in unmittelbare Nahe des AUG-Startcodomas durch elF4G
vermittelt wird (Abb. I-3; Kolupaevat al, 1998; Niepmann, 2009). Die RNA-Bindung von
elF4G wird dabei durch elF4A stimuliert (Lomaket al, 2000). Nach der Bindung von
elF4G und der Ausbildung der Interaktion zu elF8wder 43S-PIC an das AUG-Startcodon
wiederum ohne einescanningProzess zur Assemblierung des 48S-Initiationskexrgd
rekrutiert (Abb. I-3; Kaminskyet al, 1990). Die anschlieRende Assemblierung eines 80S
Ribosoms erfolgt nach dem gleichen Mechanismus e der 5’cap-abhangigen
Translationsinitiation (Jacksoat al, 2010). Stimuliert wird die EMCV-IRES-vermittelte
Translationsinitiation zusatzlich durch einen pélyBereich am 3’'Ende des viralen Genoms
(Abb. I-3; Bergaminet al, 2000; Michekt al, 2000; Svitkinet al, 2001a).



EINLEITUNG

elF2

B3GR 7 e
/ complex
N

»

] ST

elF4A

Abb. |-3: Translationsinitiation an der EMCV-IRES. Die IRES-Doméanelownstreander zentralen Doméane
bindet den elF4G-elF4A-Komplex. Diese Faktoren uékren Uber die elF4G-elF3-Interaktion die 40S-
Untereinheit des 43S-PIC ohne einstanningProzess an das AUG-Startcodon der IRES und fllen
Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes. Die Abbild wurde nach Jacksehal (2010) modifiziert.

Die Entdeckung dieser alternativen Mechanismen @enslationsinitiation an IRES-
Strukturen viraler RNAs ermdglichte es, gezielt &enktion von zellularen Faktoren im
Translationsprozess zu charakterisieren, wie egdéeiUntersuchung am 5’cap-abhangigen
Initiationsprozess nur schwer mdoglich gewesen wé&@derlich war dabei, dass diese
vereinfachten Initiationsmechanismen nur wenigen3lations-Initiationsfaktoren bendtigen.
Weiterhin liel3 sich bei Verwendung dieser IRES-Edate auch die Translation und
Replikation im Lebenszyklus des Hepatitis C Virmseusuchen, der im Folgenden vorgestellt
wird. Dies beinhaltete auch die Charakterisieruog Faktoren, wie Proteine und RNAs, die
essentiell fur diese Prozesse sind.

1.3 Das HCV-Replikonsystem - Charakterisierung der Funkion von zellularen
Faktoren im Lebenszyklus von HCV

Aufgrund des Fehlens eines geeigneten Zellkulttegsys war es lange Zeit schwer maoglich,
den Lebenszyklus des Hepatitis C Virus zu untemsochCV besitzt ausschliel3lich den
Menschen als nattrlichen Wirt und vermehrt sichder Leber. Nach einer Infektion
manifestiert sich das HCV sehr langsam. Eine Ekaag beginnt mit Grippe-ahnlichen
Symptomen, wie Fieber oder Mudigkeit und fuhrt faistjg zu Leberzirrhosen, Leberkrebs
und schliel3lich zum Leberversagen (Colvin & Mit¢h2010). Die infektibsen HCV-Partikel
bestehen aus einer Lipidmembran, in die zwei Glybtgine (E1 und E2) eingelagert sind
(Selbyet al, 1993). Diese Lipidmembran umhdllt ein Nucleocdpdias aus dem HCV-Core-
Protein gebildet wird und das virale Genom des H&hhalt (Peninet al, 2004). Zum
Lebenszyklus des HCV ist bisher Folgendes bekaldr erste Schritt des HCV-
Infektionszyklus ist die Bindung des Virus an véiisdene Rezeptoren der Zelle (Abb. 1-4;
Lindenbach, 2007). Danach erfolgt dessen Aufnahmeli¢ Zelle, vermutlich tber eine



EINLEITUNG

Clathrin-vermittelte Endozytose (Blanchagtlal, 2006). Die anschliel3ende Freisetzung des
HCV-Genoms ins Cytoplasma wird durch eine pH-Absggkim Endosom und der damit
verbundenen Verschmelzung der Virushille mit deldsomenmembran ermdglicht (Hst

al., 2003; Tschernet al, 2006). Das virale Genom ist eine einzelstranggs® (+)-Strang-
RNA mit einer Lange von ca. 9,6 kb und enthalt, beeeits aufgezeigt, keine 5’cap-Struktur
und keinen poly(A)-Bereich, sondern komplex struiette 5’- und 3'UTRs, die den offenen
Leserahmen flankieren. Aufgrund der positiven Gregaong wird die ins Cytoplasma
freigesetzte HCV-RNA unmittelbar Uber die IRES-vétette Translation in ein Polyprotein
mit ca. 3000 Aminosauren translatiert (vgl. Abs¢hh2 fur den Mechanismus der HCV-
IRES-abhangigen Translation). Die Proteinsynthedelgt am rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER; Lindenbach, 2007). Dadurch wird &adyprotein in der ER-Membran Uber
Transmembranhelices verankert und co- bzw. possfational in die reifen viralen Struktur-
proteine C, E1, E2, das Membranprotein p7 und dahtstrukturproteine (NS) NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A sowie NS5B gespalten (Abb. I-4ie Btrukturproteine und das Protein
p7 werden durch die ER-Signalpeptidase prozes@igikata et al, 1991; Linet al, 1994;
Mizushimaet al, 1994; Hussyet al, 1996), dagegen werden die NS-Proteine durch die
viralen Proteasen NS2/3 und NS3/4A gespalten (Griakbal, 1993; Hijikataet al, 1993;
Tomeiet al, 1993).

Wie bei allen (+)-Strang-RNA-Viren wird das Genoiin flie Replikation in einen Membran-
gebundenen Replikationskomplex rekrutiert (Abb; L.tbhdenbach, 2007). Dabei assoziieren
die NS-Proteine und die HCV-RNA mit der perinuctg@rMatrix und bilden ein s.g.
membrandses Netzwerknémbranous wegbaus (Gosertet al, 2003). Es gibt Hinweise
darauf, dass dieses Netzwerk durch NS4B induzierd WEgger et al, 2002). Eine
Schlusselrolle in diesem Replikationsprozess hbediz RNA-abhdngige RNA-Polymerase
NS5B (Behrenset al, 1996), welche die Replikation am 3’Ende der 3'U¥&mutlichde
novo initiieren kann (Luoet al, 2000; Ohet al, 2000; Zhonget al, 2000). Die
Vervielfaltigung der viralen RNA erfolgt Uber ein){Strang-RNA-Intermediat, das fir
multiple Runden der (+)-Strang-RNA-Synthese vervegmwird. Sowohl die (-)-Strang-RNA
als auch die (+)-Strang-RNA werden von der NS5B#erase mit Unterstitzung der NS-
Proteine NS2-NS5A synthetisiert. Die neu synthetisi (+)-Strang-RNA wird dann fur
zusatzliche Synthesen des (-)-Strangs und fur meeReinden in der Translation verwendet
(Bartenschlageet al, 2004). Des Weiteren wird die neu generierte (t#a®8)-RNA in neue
Viruspartikel verpackt, die in den letzten Schnttdées Lebenszyklus von HCV zu infektiosen
Viruspartikeln heranreifen und aus der Zelle fregget werden (Abb. I-4).
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Abb. I-4: Lebenszyklus des Hepatitis C Virus.Schematische Darstellung des Lebenszyklus des HCV:
a) Virusbindung und Aufnahme in die Zelle, b) Fettsing der (+)-Strang-RNA in das Cytoplasma, c)3RE
vermittelte Translation und Prozessierung des Rotgns, d) Replikation der HCV-RNA uber ein (-y&8tg-
RNA-Intermediat, e) Verpackung des viralen Genomd irusassemblierung, f) Virusreifung und Freiseig
aus der Zelle. Abbildung aus Moradpatral (2007).

Untersuchungen des Translations- und RNA-Replikapoozesses von HCV waren vor
allem durch die Entwicklung eines RNA-Replikonsyssemdglich, das analog zu anderen
(+)-Strang-RNA-Viren erstmals aus einem HCV-1b-ds@ntwickelt wurde (Lohmanet al,
1999). Replikons sind RNA-Molekile, die fur Proiodieren, die eine vollstandige
Replikation der RNA ermdglichen. Der Prototyp debgenomischen HCV-Replikons war
eine s.g. ,bi-cistronische” RNA. Fur die Generiggudieser RNA wurden die codierenden
Regionen der Strukturproteine, des Proteins p7 vord NS2 des HCV-Genoms durch die
codierende Region fur den Selektionsmarker Neomibtiosphotransferase Il (Neo) ersetzt,
der eine Neomycin-/Geneticinresistenz (G418) vdgiitDurch diese Antibiotikaresistenz
konnten nach Transfektion der RNA in geeigneteefellReplikon-haltige Zellen generiert
und selektioniert werden. Hierbei erwies sich dieh#Zelllinie fuman ltepatocellular
carcinomg als optimal (Lohmanet al, 1999). In den bi-cistronischen Replikons erfalgt
Translation der Neo-RNA Uber die HCV-IRES, wahretié Synthese der viralen NS-
Proteine NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B durch digdtion der Translation an einer
zweiten, heterologen IRES des Encephalomyocanditiss erfolgt (Abb. I-5 A). Die ersten
entwickelten Replikons zeigten nur eine geringe liRafonseffizienz. Wie sich dann aber
zeigte, konnte diese durch s.g. adaptive Mutatipdenwahrend des Selektionsprozesses in
der viralen RNA in den Huh7-Zellen akkumulierteeutlich gesteigert werden (Bligkt al,
2000; Kriegeret al, 2001; Lohmanret al, 2001; Bukhet al, 2002; Lohmanret al, 2003).
Aus einem japanischen Patienten, der unter eiriririanten Hepatitis C litt, konnte dann im
Jahr 2003 eine HCV-RNA isoliert werden, deren Repils auch ohne adaptive Mutationen
effizient in Huh7-Zellen replizierten (Katet al, 2003b). Das Besondere bei diesem Klon
war, dass mit der Transfektion des vollstandigerARB&ENoms sogar infektiose Viruspartikel
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generiert werden konnten (Waki& al, 2005). So beruhen alle derzeit verwendeten Zell-
kultursysteme, die das vollstandige HCV-Genom vedes, zu grof3en Teilen auf diesem

Isolat (JFH1 -Japanese fulminant hepatitiy. IMit dem JFH1-Klon war es auch erstmals

maoglich mono-cistronische HCV-Replikons herzustellgie einen effizienten Vermehrungs-

zyklus in Zellkultur zeigten. Hier wird die Transtan und Replikation ausschlief3lich Gber die

5- und 3'UTR des HCV vermittelt (Abb. I-5 B). Sotrstellt dieses System bis heute das
leistungsfahigste Werkzeug dar, um den Translatiand Replikationsprozess des Hepatitis
C Virus im Zellsystem nachzustellen und zu chara&ren.

A HCV bi-cistronisches Replikon

o] e | e tron ovey vy e RV |

HCV-5'UTR EMCV-5'UTR HCV-3'UTR
B HCV mono-cistronisches Replikon
AC |ubi NS3 INS4A| NS4B‘ NS5A ‘ NS5B Ml-ﬁ
HCV-5'UTR HCV-3'UTR

Abb. I-5: Strukturelle Organisation der HCV-Repliko ns. (A, B) Schematische Darstellung des Aufbaus
subgenomischer HCV-Replikons. Die untranslatiefBareiche (UTRs) sind als Linien gekennzeichnet und
reprasentieren die vorgeschlagene Sekundarstrultier,viralen und nichtviralen (Neo, ubi) genetisthe
Einheiten sind eingerahmt. (A) Bi-cistronisches RRAplikon. Die Expression des Neo-Selektionsmarkers
ermdglicht die Generierung von G418-resistentenliRap-enthaltenden Huh7-Zellen. (B) Mono-cistroties
HCV-Replikon. AC: Core-Protein-codierendes Element des HCV, daseffiziente HCV-IRES-vermittelte
Translation unterstitzt (Lohmanet al, 1999). ubi: Ubiquitin-codierende Sequenz, die dighentische
Prozessierung des N-Terminus von NS3 durch die WwiiigCarboxyl-Hydrolase ermdglicht.

Die Identifizierung von Wirtsfaktoren, die von Smitder Zelle bereitgestellt werden und fir
den Lebenszyklus des HCV, insbesondere dem Tramsdat und Replikationsprozess,
fordernd bzw. essentiell sind, erlangte in dentégtzJahren eine immer grél3er werdende
Bedeutung. Durch den Einsatz der siRNA-Technolagialer Zellkultur (Elbashiret al,
2001) in Kombination mit dem HCV-Replikonsystem kiten gezielt Faktoren identifiziert
werden, die eine potenzielle Funktion im HCV-Lelsitus besitzen. Mit der Massen-
spektrometrie zur Detektion von Proteinen konntelemn eine Vielzahl an zellularen
Proteinen identifiziert werden, die mit der RNA bZ®roteinen des HCV interagieren (bt
al., 2004; Harriset al, 2006; Tingtinget al, 2006; Iskeret al, 2007; Randalkt al, 2007;
Weinlich et al, 2009). Zwei Arbeiten konnten auf diese Weise aleshEnzym DDX3 als 5'-
und 3'UTR- bzw. nur als 3'UTR-assoziiertes Protder HCV-RNA nachweisen (Harrist
al., 2006; Weinlichet al, 2009). Ob DDXS3 direkt oder indirekt mit den UTRseragiert, ist
bisher nicht bekannt. Dieses Protein zahlt zur kander DEAD-Box-RNA-Helikasen

(DDX). Uberknock dowrExperimente mit siRNAs wurde bisher fir DDX3 ejpatentielle,
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aber nicht naher charakterisierte Funktion im Repionsprozess der HCV-RNA
nachgewiesen (Ariumet al, 2007; Randallet al, 2007). Ebenso gab es Hinweise, dass
DDX3 in der 5’cap-abhangigen Translation von mRNilviert ist (Laiet al, 2008; Leeet

al., 2008; Shihet al, 2008). Der Mechanismus, wie DDX3 diese Prozegsenbusst, blieb
jedoch unbekannt.

1.4 DDX3, ein Mitglied der Familie der DEAD-Box-RNA-Helikasen

DEAD-Box-RNA-Helikasen katalysieren die Entwinduwxgn doppelstrangiger (ds) RNA aus
der Anderung der freien Enthalpie, die bei der Bimgiund Hydrolyse von ATP freigesetzt
wird. Sie werden durch zahlreiche prokaryotischd aokaryotische Gene sowie durch eine
Vielzahl von RNA- und DNA-Viren codiert (Kadare &dénni, 1997; Shiratoet al, 1999;
Silverman et al, 2003; Kwonget al, 2005). Eine essentielle Funktion wird den RNA-
Helikasen in den meisten RNA-abhéngigen zellul&srzessen zugeschrieben, wie z.B. der
Transkription, dem pra-mRNAditing und dem SpleiRen, dem Kern-Cytoplasma-Transport,
der Translation, dem RNA-Abbau, aber auch in dergBnese von Ribosomen und bei der
Virusvermehrung. Innerhalb dieser Prozesse sclognAktivitdt der RNA-Helikasen hoch-
spezifisch zu sein, denn sowohl kleine Sekund&ttralemente der RNA als auch lange
dsRNA-Molekile werden in ihrer Struktur modifizidszw. entwunden (Tanner & Linder,
2001; Rocak & Linder, 2004; Cordiet al, 2006). In den letzten Jahren wurde den RNA-
Helikasen auch eine potentielle Funktion als R&&peronebzw. als RNPasen zuge-
sprochen (Fuller-Pace, 2006). In diesem Zusammenlwgiot es Indikationen, dass die
Helikasen die lokale Entwindung der RNA zur Ausbiid von optimalen RNA-Strukturen
und auch die Assoziationen bzw. DissoziationenRbiA-Protein-Komplexen férdern.

Die Klassifikation dieser Enzyme erfolgt nach chaeastischen Sequenzmotiven in der
Primarstruktur in drei Superfamilien (SF1, SF2 8fB) sowie zwei weiteren Familien (F4
und F5; Gorbalenya & Koonin, 1993). Nach diesersKi@kation gehdrt die DEAD-Box-
RNA-Helikase DDX3 zur SF2-Superfamilie, die erstma89 beschrieben wurde (Lindsr
al., 1989). Wie alle DEAD-Box-RNA-Helikasen bestehtchuDDX3 aus einer zentralen
Kernregion, die jedes der neun konservierten Semmetive enthalt. Diese Region umfasst
ca. 350-400 Aminosauren und enthalt zwei RecA-&heliglobulare Doménen (Abb. 1-6), die
Uber einerdinker kovalent miteinander verbunden sind (Tanner & emA®001; Caruthers &
McKay, 2002). Zudem besitzt DDX3 zusatzliche N- u@derminale Sequenzbereiche, die
die Kernregion flankieren. Es wird vermutet, dass ftankierenden N- und C-terminalen
Bereiche Interaktionen mit RNA-Substraten, Co-Fedtooder anderen Proteinen in Protein-
komplexen eingehen kdnnen (Abb. I-6; Cordiral, 2006; Fuller-Pace, 2006).

Ein Sequenzvergleich von DEAD-Box-RNA-Helikasen aumgerschiedlichen Spezies fuhrte
zur Entdeckung der neun konservierten Sequenzm@tibb. 1-6; Tanner, 2003; Tannet
al., 2003). Die N-terminale Domane 1 enthalt die MetQ, |, la, Ib, Il und Ill. Das Q-Motiv
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ist spezifisch fur die Familie der DEAD-Box-RNA-Hidsen und ist an der Bindung von
ATP beteiligt. Tanneret al. (2003) vermuteten, dass dieses Motiv als Sensprein
gebundenes Nucleotid fungiert und dadurch die A€Pasd Helikaseaktivitat dieser Enzyme
reguliert. Die Motive | und Il sind ATP-Bindemotiv@alker et al, 1982), wahrend die
Motive la und Ib wahrscheinlich an der RNA-Bindubeteiligt sind (Korolevet al, 1998;
Lin & Kim, 1999; Carutherst al, 2000). Das Motiv Il koordiniert die ATP-Hydrolgsmit
einer Konformationsanderung im Protein, welche diie Helikaseaktivitdt notwendig ist
(Pause & Sonenberg, 1992; Schwer & Meszaros, 200@er C-terminalen Doméne 2 sind
die Motive IV, V und VI lokalisiert. Die Motive IVund V sind ebenfalls an der RNA-
Bindung beteiligt (Korolewet al, 1998; Lin & Kim, 1999; Carutherst al, 2000), wahrend
das Motiv VI wahrscheinlich das Motiv Il unterstii{ Carutherst al, 2000).
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Abb. 1-6: Sequenzmotive von DEAD-Box-Proteinen undderen Interaktion mit ATP und RNA.
Schematische Darstellung der Struktur, der Konsssegiuenz der neun konservierten Helikasemotivedaneh
Interaktion mit ATP und dem RNA-Substrat von DEADBRNA-Helikasen (DDX). DDX-Proteine besitzen
zwei kovalent verbundene RecA-ahnliche Doménen @orh und 2), die die Kernregion der Helikase bilde
Flankiert werden diese Bereiche von N- und C-teatein Regionen unterschiedlicher Lange. Die Doméane 1
enthélt die Motive zur ATP-Bindung (Q, I, 1), d&dotiv Ill zur Koordination der ATP-Hydrolyse und el
RNA-Bindemotive la und Ib. Die C-terminale Doméanerghélt die RNA-Bindemotive IV und V und das Motiv
VI zur Koordination der ATPase- und Helikaseak#vitx: beliebige Aminoséaure. Abbildung aus Rocak &
Linder (2004).

DDX3 wurde als eines von funf Genen identifiziert, zenen es Homologe im nicht-
rekombinierbaren Bereich des Y-Chromosoms gibt fL&Page, 1997). Es ist Uber Spezies
hinweg konserviert und wird ubiquitar in zahlreinh@eweben exprimiert (Kirat al, 2001).
DDX3 konnte mit allen Prozessen der Genexpressimktional in Verbindung gebracht
werden (Abb. I-7). Anhand von Chromatin-Immunprétajonen konnte gezeigt werden,
dass DDX3 mit dem E-Cadherin- und Interferon (IffNpromoter interagiert. Diese
Assoziation fuhrt zur Stimulierung des IFNPromoters bzw. Inhibierung des E-Cadherin-
Promoters (Botlaguntat al, 2008; Schrodeet al, 2008; Soulaet al, 2008). Des Weiteren
konnte auch eine Assoziation von DDX3 an das Spsaffi nachgewiesen werden (Zhetu

al., 2002). Eine potenzielle Funktion der DDX3-Heligam mRNA-Export aus dem Zellkern
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wurde ebenfalls postuliert. So interagiert DDX3 ndén Exportrezeptoren TAPti-
associated proteip dem Haupttransporter fir mMRNA und CRMhi(omosome maintenance
region 1, Abb. I-7). Die C-terminal flankierende Region v@DX3 vermittelt dabei die
RNA-unabhéngige Interaktion mit dem TAP-Protein d#ealli et al, 2004; Laiet al, 2008).

Kontrovers wird dagegen die Funktion von DDX3 inr deanslation diskutiert. Durch
Immunpréazipitationen konnte eine Assoziation vonX3Dmit den Translations-Initiations-
faktoren elF2, elF3, elF4A, elF4E und dem poly(Apdeprotein PABPC identifiziert
werden (Laiet al, 2008; Leeet al, 2008; Shihet al, 2008). Shiket al (2008) postulierten,
dass DDX3 direkt mit elF4E interagiert und diesteiaktion zu einer Inhibierung der cap-
abhangigen Translation fihrt. Dagegen gingendtaal (2008) davon aus, dass DDX3 die
Translation von mRNAs mit komplex strukturiertety3Rs fordert (Abb. 1-7). Daten, die mit
dem Hefe-homologen Enzym von DDX3, dem Protein Ded4elt wurden, deuten darauf
hin, dass Dedl ebenso an der Translationsinitiatioch eine direkte Interaktion mit elF4G
bzw. an der Umstrukturierung von mRNP-Komplexeneltigt ist (Chuanget al, 1997,
Hilliker et al, 2011). Bisher war es jedoch nicht mdglich eineelden Interaktionspartner
von DDX3 in der Translation zu identifizieren. Auder Mechanismus, wie DDX3 diese
Prozesse in der Translation férdert, konnte bisinght aufgeklart werden.

)
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ant " ®
m &K | goé‘T&I ' 9% RrNpP
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1 FNp @ ()
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Abb. I-7: Postulierte Funktionen von DDX3 in der Genexpression.(A) Aufgrund der Helikaseaktivitat wird
vermutet, dass DDX3 in der strukturellen Anderumm \RNA-Substraten und Ribonucleoprotein-Komplexen
involviert ist. (B) Beteiligung von DDX3 wahrschéich im mRNA-Export durch Interaktion mit dem mRNA-
Exportprotein TAP und dem Rezeptor fir den Protginet CRM1. (C) Beteiligung von DDX3 im Translat®n
prozess durch Interaktion mit den Translationsdtidnsfaktoren elF2, elF3, elF4A, elF4E und PABRDO)
Regulation der Transkription durch Reduktion demptession des E-Cadherin-Gens und Stimulierung des
p21lwaf- und IFNB-Promoters. Abbildung aus Schroder (2010).

DDX3 hat auch in der Untersuchung von viralen Lelaghlen zunehmend an Bedeutung
gewonnen, da es die Vermehrung des HBV (Hepatiti¥imis), Poxvirus, HIV fuman
immunodeficiency virgsund HCV beeinflusst. Wanet al. (2009) zeigten, dass DDX3 mit
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der HBV-Polymerase interagiert und dadurch die nsxdranskription des viralen Genoms
inhibiert wird. Die Genexpression vdirN-# wird durch die Assoziation des N-terminal
flankierenden Bereichs von DDX3 mit dem Proteind€s Poxvirus inhibiert, da DDX3 nicht
mehr zu einer Aktivierung des IFpHPromoters beitragen kann (Schroéemal, 2008). Eine
fordernde Funktion wird DDX3 im Lebenszyklus desvHiugeschrieben. Es gibt Hinweise
darauf, dass DDX3 mit dem HIV-Rev-Protein und demt&ntransporter CRM1 interagiert,
was zum bevorzugten Transport von ungespleil3ten-rilRNAs aus dem Zellkern und
letztendlich zu einer gesteigerten Replikation fuf\fedavalli et al, 2004). Die meisten
Arbeiten zu DDX3 wurden im Zusammenhang mit dem dtigp C Virus publiziert. So
wurde gezeigt, dass das Core-Protein des HCV mit @eTerminus von DDX3 interagiert.
Es wurde postuliert, dass durch diese Assoziatien \derpackung der viralen RNA
beeinflusst wird (Mamiya & Worman, 1999; OwsiankaR&atel, 1999; Youwet al, 1999).
Ariumi et al (2007) und Randalkt al (2007) beobachteten, dass eine siRNA-vermittelte
DDX3-Depletion im Cytoplasma von Huh7-Zellen diepRleation des HCV reduziert. Die
Ursache dieser Reduktion wurde jedoch nicht weitéersucht.

1.5 Zielstellung der Arbeit

Die DEAD-Box-RNA-Helikase DDX3 wurde als potentsil Wirtsfaktor des Hepatitis C
Virus beschrieben (Harrist al, 2006; Ariumiet al, 2007; Randalkt al, 2007; Weinlichet
al., 2009). Diese Arbeiten basierten im Wesentlichehzavei Ergebnissen: der Interaktion
von DDX3 mit den HCV-UTRs und der Inhibierung deedRkation von HCV-Replikons
bzw. des vollstandigen HCV-RNA-Genoms nach ein&Ngi-vermittelten Depletion von
DDX3 in der Zelle. Weiterfiihrende Untersuchungem Eunktion von DDX3 im HCV-
Replikationsprozess wurden nicht durchgefihrt.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse sollte im rRain der vorliegenden Dissertation
deshalb urspringlich die Funktion von DDX3 im Lekmyklus des Hepatitis C Virus
charakterisiert werden. Aus ersten Untersuchungeg fervor, dass DDX3 die IRES-
abhangige Translation der HCV-RNA positiv beeirdlusim Folgenden konnte dann
festgestellt werden, dass DDX3 auch die 5’cap-agig@nTranslation von mRNAs fordert.

Die Arbeit wurde dementsprechend auf folgende Alspiekte erweitert:

(1) Es sollte als Hauptaufgabe festgestellt werdenyaéfhchem Schritt der Translation
DDX3 involviert ist.

(2) Es sollten Interaktionspartner von DDX3 im Translasprozess identifiziert werden.

(3) Es sollte untersucht werden, welche Proteindomamen DDX3 fir die férdernde
Funktion im Translationsprozess notwendig sind.
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1 Materialien und Methoden

1.1 Materialien

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmatemnalsoweit nicht anders angegeben,
wurden von den Firmen AppliChem GmbH (Darmstadtut®Behland), Carl Roth GmbH +
Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Merck KGaA (Darawdf Deutschland) und Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Munchen, Deutschland) bezodg&isungen und Puffer wurden nach
Standardprotokollen (Sambrook & Russell, 2001) mM}O4q hergestellt und bei Bedarf
sterilisiert (20 min; 121°C; 1,2 bar). Im Falle dé&grwendung spezieller Reagenzien, Enzyme
und Puffer (aul3er Inkubationspuffer fir Enzyme,wha Firmen mitgeliefert wurden) werden
an den jeweiligen Textstellen entsprechende Hirevgéegeben.

11.1.2 Kulturmedien und Antibiotika zur Anzucht von Bakter ien und humanen
Zelllinien

Die Herstellung der Kulturmedien (Tab. II-1) fe@ascherichia coli(E. col) erfolgte nach
Sambrook & Russel (2001) in,8y44. Das Luria-Bertani-Medium (LB) wurde fiir 20 minibe
121°C und 1,2 bar sterilisiert. Zur Selektion awsRtenz-vermittelnde Plasmide wurde dem
Kulturmedium nach Abkuhlung auf 50°C das entspredbesteril filtrierte Antibiotikum (vgl.
Tab. 11-2) zugegeben (RotilaBeSpritzenfilter; PVDF; steril; 0,22 um; Carl Rothn®H +
Co. KG; Karlsruhe; Deutschland). Zur Kultivierungrarerwendeten humanen Zelllinien (vgl.
[1.1.4) wurde da®Pulbecco’s Modified Eagle’s Mediu(®@MEM, 500 ml) nach Abnahme von
56 ml mit 50 ml FCS (fetales Kalberserum), 5 ml iedm (10000 U/ml)/Streptomycin
(20 mg/ml), 0,5 ml Biotin (10 pg/ml) und 0,5 ml Hyyanthin (25 pg/ml) versetzt (Tab. 11-1).

Tab. 1I-1: Zusammensetzung der verwendeten Kulturmeien

Kulturmedium Bestandteil Endkonzentration Farm
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) Bac{8' Trypton 10 g/l BD Biosciences
Bactd"™ Yeast Extract 5gll BD Biosciences
NacCl 10 g/l Carl-Roth
LB-Agarplatten LB-Medium
Bactd" Agar 14 g/l BD Biosciences
" Dulbecco’s Modified Eagle’s ) [+] D-Glucose 4590 Invitrogen
Medium(DMEM) [+] NEAA
[-] L-Glutamin
[-] Pyruvat
[+] FCS 10% PAN Biotech
[+] Biotin 0,1 pg/mi Sigma-Aldrich
[+] Hypoxanthin 0,25 pg/ml Sigma-Aldrich
[+] Penicillin 100 U/ml Invitrogen
[+] Streptomycin 100 pg/ml Invitrogen
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Die Antibiotika wurden als Stammlosungen (Tab. )ll-oweit nicht anders angegeben, in
H,Oqq hergestellt, steril filtriert (RotilafoSpritzenfilter; PVDF; steril; 0,22 pm; Carl Roth
GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland) und bei @@ufbewahrt.

Tab. II-2: Konzentrationsangaben der verwendeten Atibiotika

Antibiotikum Stammldsung Endkontzation Firma
Ampicillin 100 mg/mi 100ug/m? Carl Roth
Kanamycin 50 mg/ml 50g/m? Carl Roth
Tetracyclin 1 mg/ml g/mP Sigma-Aldrich
Blasticidin 7,5 mg/ml Hig/mP Invitrogen
Penicillin 10000 U/ml’ 100U/ml° Invitrogen
Streptomycin 10 mg/ml 100pg/mP Invitrogen
Geneticin (G418) 20 mg/ml 8Q0g/mP Invitrogen

" in Ethanol,” von Invitrogen bezogefiL B-Medium,” DMEM

11.1.3 Bakterienstimme und deren Kultivierung

In der Arbeit wurden Bakterienstimme der SpeEiesoli verwendet. Diese sind in Tab. 1I-3
aufgelistet.

Tab. II-3: Bezeichnung und Genotyp der verwendetelk. coli-Stamme

E. coliStamm Genotyp

TOP10 F- merAA(mrr-hsdRMS-mcrBCp80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Stend A1

BL21(DE3) F ompT gal decm lon hs@g®g” mg’) A(DE3(lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5))

Die Kultivierung derE. coliStamme erfolgte auf LB-Agarplatten (94 x 16 mm,rr@hag,
Amsterdam, Niederlande) oder als Suspensionssthiltte in LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum (vgl. 11.1.2) tGber Nabtei 37°C. DerE. coli-Stamm TOP10
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde dligemeine Klonierungsarbeiten und
fur praparative Plasmidproduktionen verwendet. Béterologe Genexpression erfolgte im
E. coltStamm BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt, DeutschlafRd).eine spatere Verwendung
wurden 850 ul eineE. col-Suspensionsschittelkultur mit 15% (v/v) Glyceriersetzt, in
flissigem N schockgefroren und bei -80°C aufbewabhrt.

11.1.4 Humane Zelllinien und deren Kultivierung

In dieser Arbeit wurden die Zelllinien HuhBuman hepatocellular carcinomaProf. Dr. R.

Bartenschlager, Universitat Heidelberg, Heidelbebgutschland), Huh7/SGR-JFH1 und
Hek293T-REX" (human enbryonic kdney, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
verwendet. Die Huh7-Zelllinie wurde aus Gewebe ®ihe&bertumors eines 57-jahrigen
Japaners generiert (Nakabayashial, 1982) und fur Untersuchungen mit HCV-Replikons
verwendet. Huh7/SGR-JFH1 ist eine Huh7-Zelllinig, jpersistent mit einem bi-cistronischen
HCV-Replikon des Genotyps 2a transfiziert wurdee Biek293T-REX"-Zelllinie ist eine
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embryonale Nierenzelllinie, die durch Transfektaer DNA-Sequenz des E1A-Proteins des
Adenovirus (Subtyp 5) generiert wurde und das SNd@e T-Antigenexprimiert. Zusatzlich
enthalt die Hek293T-REX-Zelllinie ein Tetracyclin-vermitteltes Expressisgstem
(pcDNA™6/TR).

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 100 mr25 mm Kulturschalen (Corning,
Amsterdam, Niederlande) mit je 10 ml DMEM (vgl.1R) bei 37°C und 5% CO(CO,-
Inkubator CB-150, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutsaid). Beim routinemalligen
Passagieren wurden die adhérent wachsenden Zelen Erreichen einer Konfluenz von
90% mit 5ml PBS (1,5 mM KHPO, pH 7,2; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 2,6 mM
NaHPQ,) gewaschen und anschlie3end durch Inkubation ®it4 Trypsin (0,25% Trypsin;
1 mM EDTA; Invitrogen GmbH; Karlsruhe; Deutschlanf)r 2 min vom Boden der
Kulturschale abgeltst. Nach Aufnahme der Zelle@Grml DMEM wurden 1/10 Huh7- bzw.
1/5 Hek293T-REX"-Zellen in neue Kulturschalen zur weiteren Kultivieg ausgesat. Zur
Selektion der Huh7/SGR-JFH1-Zellen wurde das DMEM 800 pg/ml Geneticin (G418)
versetzt. Hek293T-RE¥X-Zellen, die den pcDNA'6/TR-Vektor enthielten, wurden durch
Zugabe von Blasticidin zum DMEM selektioniert (vil1.2).

11.1.5 Nucleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Nucleatidd in Tab. 1I-4 aufgefuhrt.

Tab. II-4: Bezeichnung der verwendeten Nucleosidtghosphate

Nucleosidtriphosphat Firma
Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPSs) Roche Diatjos
Didesoxyribonucleosidtriphosphate (ddNTPSs) Jenadance
Ribonucleosidtriphosphate (NTPs) Roche Diagnostics
[0-*P]-CTP Hartmann Analytic
[y-3%P]-ATP Hartmann Analytic
Guanosin-5’-p,y-imido)-triphosphat (GMP-PNP) Sigma-Aldrich Chemie
m’GpppG (cap-analog) Jena Bioscience

11.1.6 Oligonucleotide und siRNAs

Die Synthese der Oligonucleotide fur Sequenzietireagn (vgl. 11.2.1.13), PCR-
Amplifikationen (vgl. 11.2.1.3) undoe prints(vgl. 11.2.2.5) erfolgte durch die Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Deutschland). Fir die Bestimg der Schmelztemperatur wurde
ein Programm der Firma |IT Biotech (Bielefeld, Dsaltland, http://www.iit-biotech.deliit-
cgi/oligo-tm.pl) verwendet. Der Verwendungszweckdudie Sequenzen der einzelnen
Oligonucleotide sowie deren Schmelztemperatur simdAnhang in Tab. VII-1 aufgefihrt.
Die Schmelztemperatur wurde so gewahlt, dass j€tiRe-Reaktion (vgl. 11.2.1.3) bei einer
annealingTemperatur der Oligonucleotide von 60°C erfolgnedtirchgefiihrt werden konnte.
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Das Design der siRNAs wurde von der Firma Dharmaton (Chicago, IL, USA)
durchgefuhrt. Die Herstellung erfolgte durch dient Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland).

.1.7 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide i Tab. II-5 aufgefihrt.

Tab. II-5: Bezeichnung, Antibiotikaresistenz und Hekunft der verwendeten Plasmide

Plasmid Antibiotikaresistenz Herkunft

pSGR-JFH1 Ampicillin Prof. T. Wakita, NIID, Tokyo
pSGR-JFH1/mono Ampicillin R. Geiller

pWNV-5'cap-Luc-3'UTR Ampicillin AG Prof. Behren®MLU Halle-Wittenberg
p5’cap-Luc-poly(A) Ampicillin Dr. A. Ostareck-Leder, RWTH Aachen
p5’cap-Luc- Ampicillin Dr. A. Ostareck-Lederer, RWATAachen
pHCV-5'UTR-Luc-3'UTR Ampicillin R. Geilsler

PEMCV-5'UTR-Luc- Ampicillin AG Prof. Behrens, MLU Hllle-Wittenberg
p5’cap-sORF-poly(A) Ampicillin AG Prof. Wahle, MLUlalle-Wittenberg
pHCV-5'UTR-sORF-3'UTR Ampicillin R. Geilsler
pHCV-5'UTRASLIII-sORF-3'UTR Ampicillin R. GeiRler

pcDNA™5/TO-Flag-DDX3 Ampicillin/Hygromycin ~ R. GeiRler

pcDNA™5/TO-DDX3 Ampicillin/Hygromycin ~ R. Geilller

pcDNA™5/TO-Flag-elF1 Ampicillin/Hygromycin ~ R. GeiRller

pcDNA™5/TO-Flag-elF5 Ampicillin/Hygromycin ~ R. GeiBler
pcDNA™5/TO-Flag-elF5B Ampicillin/Hygromycin ~ R. GeiBler
pcDNA™3.1-Flag-DDX3yr Ampicillin/Zeocin R. GeiRler

pcDNA™3.1-Flag-DDX3y. Ampicillin/Zeocin R. GeiRler
pcDNA™3.1-Flag-DDX3.41» Ampicillin/Zeocin R. GeiRler

pcDNA™3.1-Flag-DDX3 g3 Ampicillin/Zeocin R. GeiRler
pcDNA™3.1-Flag-DDX3.661 Ampicillin/Zeocin R. GeiRler
pcDNA™3.1-Flag-DDX37.661 Ampicillin/Zeocin R. GeiBler
pcDNA™3.1-Flag-DDX33.661 Ampicillin/Zeocin R. GeiRler
pcDNA™3.1-Flag-DDX30-651 Ampicillin/Zeocin R. GeiRler
pcDNA™3.1-Flag-DDX329.651 Ampicillin/Zeocin R. GeiRler

pPET-DDX3 Kanamycin R. Geiller

pET-elF1 Kanamycin R. Geiller

pET-elF1A Kanamycin R. Geilsler

pET-elF4A Kanamycin R. Geilsler

pPET-elF4B Kanamycin R. Geil3ler

PET-elF4G37.1116 Kanamycin R. GeiRler

pET-elF5 Kanamycin R. Geil3ler

PET-elF5Bg7.1220 Kanamycin R. Geiller
PET-Met-tRNAY.Synthetase Kanamycin R. Geiller

Die Oligonucleotide, die zur Generierung nachfoltgmPlasmide verwendet wurden, sind in
Tab. VII-1 aufgelistet.
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pSGR-JFH1: Dieser Vektor (Prof. T. Wakita, National Insteubf Infectious Diseases,
Tokyo, Japan) enthélt die cDNA-Sequenz, die flrbkeinistronisches HCV-Replikon codiert
(GenBank: AB114136). Die cDNA wurde aus einem nalsolat des HCV-Genotyps 2a
(JFH1) generiert (Katet al, 2001; Katoet al, 2003a; Katoet al, 2005). Am 5’Ende der
cDNA befindet sich die Sequenz eines T7-Promotérsdie in vitro-Transkription (vgl.
[1.2.1.14). Die cDNA besteht aus den codierendegidteen fir die HCV-5’UTR, dasCore-
Fragment, die Neomycin-Phosphotransferase Il, &€C¥-5'UTR, die HCV-Region NS3-
NS5B und die HCV-3'UTR (siehe Abb. I-5). Linearidiavurde dieses Plasmid mit dem
RestriktionsenzynXbal (vgl. 11.2.1.7).

pSGR-JFH1/mona Dieser Vektor codiert fur ein mono-cistroniscHeé€V-Replikon (T7-
Promoter, HCV-5’'UTRACore, ubi, HCV-Region NS3-NS5B, HCV-3'UTR) und wardus
dem Plasmid pSGR-JFH1 generiert. Die Herstellufgigie durch PCR-Amplifikation (vgl.
[1.2.1.3) von pSGR-JFH1 mit spezifischen Oligonotigen, so dass der codierende Bereich
der Neomycin-Phosphotransferase Il bis einschtéf3tler EMCV-5'UTR deletiert wurde.
Dieses PCR-Fragment wurddéunt endmit einer Ubiquitin-cDNA ligiert (vgl. 11.2.1.10)die
durch PCR generiert wurde (vgl. 11.2.1.3).

Sowohl im Falle von pSGR-JFH1 als auch im Falle py8GR-JFH1/mono wurde an das
3’Ende der cDNA (3’Ende der HCV-3'UTR-codierenderdion) die codierende Sequenz
eines Ribozyms des Hepatitis Delta Virus (HDV) eifigjt. Durch die autokatalytische
Abspaltung des HDV-Ribozyms nach dervitro-Transkription (vgl. 11.2.1.14) entsteht das
authentische 3'Ende der HCV-3'UTR. Dazu wurde e@rdiich von der codierenden Sequenz
von NS5B und der HCV-3'UTR durch PCR mit spezifisohOligonucleotiden amplifiziert
(vgl. 11.2.1.3), die die Sequenz des HDV-Ribozymshéelten. Dieses PCR-Fragment wurde
zwischen dieEcdRV- und Xba-Restriktionsschnittstellen von pSGR-JFH1 und pSGR
JFH1/mono ligiert (vgl. 11.2.1.10). Die Linearisierg erfolgte mit dem Restriktionsenzym
Xbal (vgl. 11.2.1.7).

pWNV-5'cap-Luc-3'UTR : Das Plasmid wurde von S. Friedrich (AG Prof. Beisr MLU
Halle-Wittenberg, Halle, Deutschland) generiert wrdhalt die cDNA eines Replikons des
West Nil Virus (WNV) mit einem zusatzlich eingefégt ORF eines Luciferase-Reportergens
(T7-Promoter, WNV-5'UTR, C’-Luc-E’, NS1-NS5, WNV-BTR). Dieses Plasmid wurde
aus einem Vorlauferplasmid generiert, das von FRof. Shi (Novartis Institute for Tropical
Diseases, Singapore) zur Verfigung gestellt wugie €t al, 2002). Die Ligation der cDNA
der renilla-Luciferase (vgl. 11.2.1.10) erfolgte in di&flll-Restriktionsschnittstelle zwischen
die codierenden Bereiche des Capsidproteins (CJ des Hiullproteins (E’). Linearisiert
wurde dieses Plasmid mit dem RestriktionsenZpd (vgl. 11.2.1.7).

p5’'cap-Luc-poly(A), p5'cap-Luc-: Diese Plasmide wurden von Dr. A. Ostareck-Lederer
(RWTH Aachen, Aachen, Deutschland) zur Verfigungtglé und sind in der Publikation
von lizukaet al. (1994) beschrieben. Das Plasmid p5’cap-Luc-polyd@diert fur diefirefly-
Luciferase und einen poly(A)-Bereich aus 98 nt. Dektor enthélt einen T3-Promoter fur
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diein vitro-Transkription (vgl. 11.2.1.14), so dass eine Lec#se-codierende mRNA generiert
werden kann, die ein 5’cap und einen poly(A)-Bdream 3'Ende besitzt. p5’'cap-Luc- besitzt
die gleiche Organisation wie p5’cap-Luc-poly(A), tnder Ausnahme, dass der poly(A)-
Bereich deletiert ist. Fur dien vitro-Transkription wurden diese Plasmide mit dem
RestriktionsenzyniNotl linearisiert (vgl. 11.2.1.7).

pHCV-5'UTR-Luc-3'UTR : Das Plasmid enthéalt einen T7-Promoter und eindADson der
aus eine RNA generiert werden kann, die aus deroRddCV-5'UTR/ACore am 5’Ende,
dem ORF deffirefly-Luciferase und der HCV-3'UTR am 3’Ende bestehte @enerierung
des Plasmids erfolgte aus pSGR-JFH1 mit Hilfe d&RP(vgl. 11.2.1.3), wodurch die
codierende Region der Neomycin-Phosphotransfetdse kum NS5B deletiert wurde. Das
Fragment pSGR-JFH1 wurde mit der cDNA diegfly-Luciferase, die mit PCR amplifiziert
wurde (vgl. 11.2.1.3),blunt endligiert (vgl. 1.2.1.10). Durch das Restriktionsym Xbal
wurde dieses Plasmid linearisiert (vgl. 11.2.1.7).

PEMCV-5'UTR-Luc- : Dieses Plasmid wurde von Dr. O. Isken (in der AGnh Prof.
Behrens, jetzt Universitat zu Lubeck, Libeck, Dehisnd) hergestellt, in dem die cDNA der
firefly-Luciferase zwischen dieNcd- und Notl-Restriktionsschnittstellen von pCITE
(Novagen, Darmstadt, Deutschland) ligiert wurdel.(Vig2.1.10). Der Vektor enthalt einen
T7-Promoter und codiert fur die EMCV-5'UTR. Die lgarisierung des Plasmids erfolgte
durch das Restriktionsenzymotl (vgl. 11.2.1.7). Durchin vitro-Transkription wird eine
Luciferase-codierende mRNA generiert (vgl. 11.24),1die am 5’Ende eine EMCV-5'UTR
besitzt. Der fur EMCV charakteristische poly(A)-Bmh wird durch diesen Vektor nicht
codiert.

p5’cap-sORF-poly(A). Das Plasmid wurde von Dr. C. Harnisch (AG ProfaiM¢, MLU
Halle-Wittenberg, Halle, Deutschland) bereitgestatid ist in der Publikation von Naarmann
et al. (2008) beschrieben. Der Vektor diente uvitro-Transkription einer mRNA mit einem
5'cap (vgl. 1.2.1.14), einem kurzen ORF (sORF, bijlund einem poly(A)-Bereich aus
34 nt, die fur Translations-Initiationsexperimeptagesetzt wurde (vgl. 11.2.2.3). Linearisiert
wurde dieses Plasmid mit dem Restriktionsenzijotl (vgl. 11.2.1.7). Die in vitro-
Transkription erfolgte mit der T7-RNA-Polymerasgl(M1.2.1.14).

pHCV-5’UTR-sORF-3'UTR : Dieses Plasmid codiert fir eine RNA mit der HC\JBR,
einem kurzen Bereich des HCV-Core-ProteimsC,( 83 nt) und der HCV-3'UTR. Die
Herstellung erfolgte ausgehend von pSGR-JFH1 mit RIER (vgl. 11.2.1.3), in der die
codierende Region der Neomycin-Phosphotransferdse zum NS5B deletiert wurde. Eine
anschlieBendeblunt endLigation (vgl. 11.2.1.10) dieses PCR-Fragments ey@rte das
Plasmid pHCV-5'UTR-sORF-3'UTR. Der Vektor wurde nmdem RestriktionsenzynXba
linearisiert (vgl. 11.2.1.7) und mit der T7-RNA-Bwherase transkribiert (vgl. 11.2.1.14). Die
daraus hergestellte RNA wurde, analog der vom Rthsmp5’cap-sORF-poly(A)
transkribierten RNA, fur Translations-Initiationgeximente eingesetzt (vgl. 11.2.2.3).
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pHCV-5'UTR ASLIII-sORF-3'UTR : In diesem Plasmid wurde die Sequenz stesn-loop
SLII in der HCV-5'UTR durch PCR (vgl. 11.2.1.3) dnblunt endLigation (vgl. 11.2.1.10)
von pHCV-5'UTR-sORF-3'UTR deletiert. Das generierte R¥&nstrukt wurde als
Kontrolle fur Translations-Initiationsexperimentmgesetzt (vgl. 11.2.2.3), da die verkirzte
HCV-IRES (Deletion der Doméne IIl) die Translatioicht initiieren kann.

pcDNA™5/TO: Dieser Vektor (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Delismd) erméglicht die
heterologe Genexpression in humanen Zelllinien Hilfe des Cytomegalovirus-Promoters
(CMV). Die Kombination mit der Hek293T-REX-Zelllinie (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland, vgl. 11.1.4) erlaubt die Tetracycliermittelte Genexpression. Der Tetracyclin-
Repressor (TetR) wird vom Vektor pcDNA6/TR exprimiert, der die Tetracyclin-
Operatorsequenz (TefDim CMV-Promoter des pcDNA'5/TO bindet und die Gen-
expression unterdrtickt. Durch Zugabe von Tetraoywird der TetR von der Tetcbequenz
verdrangt und die Genexpression ermdoglicht. DertottgpcDNA™ 5/TO-Flag-DDX3 enthélt
die cDNA zur Herstellung von DDX3 mit einem Flgag. Die Flag-DDX3XSequenz wurde
durch RT-PCR amplifiziert (vgl. 11.2.1.2 und 11.23) und zwischen die Restriktions-
schnittstellenKpnl und Xhd von pcDNAS™/TO ligiert (vgl. 11.2.1.10). pcDNA™5/TO-
DDX3 wurde wie oben beschrieben, ohne einen N-termirfaiegtag generiert.

pcDNA™3.1/Zea Dieser Vektor (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Detnismd) erméglicht
ebenfalls die konstitutive Genexpression in humazeliinien. Durch Ligation der cDNA
Flag-DDX3X zwischen dieBanHI- und Xhd-Restriktionsschnittstellen wurde der Vektor
pcDNA™3.1-Flag-DDX3 generiert (vgl. 11.2.1.10). Die DDX3-Variante FI&PX3wut
(Y200A, Q207A, K230A, D347A, E348A) wurde mit diese/ektor nach Abschnitt 11.2.1.4
hergestellt. Die Generierung von Deletionsvarianteyl. Tab. 1I-5) erfolgte mit Hilfe der
PCR (vgl. 11.2.1.3) ausgehend von diesem Vektor.

pET: Dieser Vektor wurde fur die heterologe Genexpras#io E. col-rStamm BL21(DE3)
verwendet (vgl. 11.1.3). Das Plasmid codiert finexni N-terminalen 6x Histiditag. Die
Generierung der in Tab. 1I-5 aufgefiihrten pET-Koulgie erfolgte durctblunt endLigation
der entsprechenden cDNAs in das pET-Plasmid (¥gl.1110). Dieses Plasmid wurde durch
eine PCR vom Plasmid pET-SUMO (Invitrogen GmbH, Igfahe, Deutschland) generiert
(vgl. 11.2.1.3), so dass die codierende Region di&s SUMO-Protein deletiert wurde.
Demzufolge wurde dieser Vektor nur als pET bezeathn

Folgende DNA-Konstrukte wurden mit den oben aufgen Plasmiden durch eine PCR
generiert (vgl. 11.2.1.3, Oligonucleotide siehe T&l-1). Das Konstrukt HCV-5'UTR-Luc-
wurde vom Plasmid pHCV-5’UTR-Luc-3'UTR und das Komgt EMCV-5’UTR-Luc-
poly(A) vom Vektor pEMCV-5’'UTR-Luc- hergestellt.
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11.1.8 Antikorper

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikérpeid Antiseren sind in Tab. II-6
aufgelistet. Das anti-DDX3-Antiserum wurde von Préf Patel (MRC - University of

Glasgow Centre for Virus Research, University ofagglow, Grof3britannien) und der
IGF2BP1/2-Antikoérper von Prof. S. Huttelmaier (gt fir Molekulare Medizin, Martin-

Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle, Deutkauid) zur Verfligung gestellt. Das NS5A-
Antiserum wurde von der Firma Eurogentec Deutschl@mbH (Kdln, Deutschland)
produziert, ausgehend von rekombinant gereinigtedbANProtein des HCV-Genotyps 2a
(Paul Knick, AG Prof. Behrens, Mikrobielle Bioteaiagie, Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg, Halle, Deutschland).

Tab. II-6: Antikdrper fur Western-Blot und Immunpra zipitationen

Antikorper Charakteristika Firma/Herkunft Bestelt-N
Anti-DDX3 polyklonal, Kaninchen  Prof. A. Patel
Anti-NS5A/HCV-Genotyp 2a polyklonal, Kaninchen  Egemtec
Anti-Neomycin-Phosphotransferase Il polyklonal, iKkesien  Abcam ab 60018
Anti-Vinculin monoklonal, Maus Sigma-Aldrich V9131
Anti-Flag® monoklonal, Maus Stratagene 200472-21
Anti-6xHis HRP-konjugiert Novagen 71841
Anti-IGF2BP1/2 monoklonal, Maus Prof. S. Hittelmaie

Anti-elF20, polyklonal, Kaninchen  Santa Cruz Biotechnologysc-11386
Anti-elF3c polyklonal, Kaninchen  Santa Cruz Bidtaology sc-28858
Anti-elF5 monoklonal, Maus Santa Cruz Biotechnologysc-28309
Anti-elF6 monoklonal, Maus BD Biosciences 611120
Anti-rpS3 polyklonal, Kaninchen  Cell Signaling Textlogy 2579
Anti-rpS6 polyklonal, Kaninchen  Cell Signaling Textlogy 2317
Anti-rpL26 polyklonal, Kaninchen  Bethyl Laboratasie A300-686A
Anti-Kaninchen polyklonal, Esel GE Healthcare NA®34
Anti-Maus polyklonal, Schaf GE Healthcare NXA931
1.2 Methoden

11.2.1 Molekularbiologische Methoden
[1.2.1.1  Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien

Gesamt-RNA aus Huh7- und Hek293T-REsxzellen (vgl. 11.1.4) fiir quantitative Real-Time-
PCR-Untersuchungen (vgl. 11.2.1.5) oder zur Gewimgqnwon cDNAs (vgl. 11.2.1.2) erfolgte
mit der Trizol-Methode. Zellen einer 100 mm x 25 niulturschale mit einer Konfluenz
zwischen 70-80% wurden 1x mit 5 ml PBS gewaschedh tppsiniert, in 5 ml DMEM

aufgenommen (vgl. I1.1.4und far 5 min bei 1500 rpm (Mikro 200, Winkelrot@d-fach,

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsoid) und Raumtemperatur (RT)
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen m@ ril PBS gewaschen, in 1 ml Trizol
[0,1 M CH;COONa pH 5,0; 0,8 M Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M oniumthiocyanat; 5%
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(v/v) Glycerin; 38% (v/v) Phenol (wassergesattggabilisiert, AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland)] denaturiert und fir 3 min bei RT ibiant. Zur Phasentrennung wurde die
Trizol-L6ésung mit 200 pl Chloroform versetzt, gegttblt und nach einer Inkubation fir
5 min anschlieRend bei 4°C zentrifugiert [15 mir30Q0 rpm (Mikro 200R, Winkelrotor
24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingddeutschland)]. Die RNA aus der
wassrigen Phase wurde durch Zugabe von 50% (\@pydpanol gefallt (10 min, RT). Nach
einer weiteren Zentrifugation fir 15 min bei 1300 und 4°C wurde die prazipitierte RNA
mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet undi®yq gelost.

[1.2.1.2  cDNA-Erststrangsynthese

Die cDNA-Erststrangsynthese wurde mit einer modifien Reversen Transkriptase des
Moloney murinen Leukamievirus durchgefuhrt. FUr cBgerse Transkription wurden 0,5 pug
Gesamt-RNA (vgl. 11.2.1.1) mit 10 pmol oligo(dT)18nd wenn erforderlich mit 10 pmol
eines genspezifischeeversePrimers (vgl. Tab. VII-1) in einem Volumen von fiRversetzt
und fur 5 min bei 70°C inkubiert. Nach Abkuhlen déssatzes auf Eis wurden 4 pl 5x
M-MuLV-Puffer, 2 ul 10 mM dNTPs, 1 ul #4, 0,5 pl RiboLock™ RNase Inhibitor
(40 U/ul, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschlamtd 0,5 pul Reverse Transkriptase
(200 U/pl, RevertAid” H Minus Reverse Transcriptase, Fermentas GmbH|&in-Rot,
Deutschland) zugegeben und fir 60 min bei 42°Chiéatt Die Inaktivierung der Reversen
Transkriptase erfolgte fur 10 min bei 70°C. JedesalRionsschritt wurde in einem
MasterCycle? Thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschladdjchgefiihrt. Vor
Verwendung der cDNA zur Amplifikation der in dies@&rbeit verwendeten Gene oder als
templatein der quantitativen Real-Time-PCR (vgl. 11.2.1wurde der cDNA-Ansatz auf
10 ng RNA-Aquivalent/pl mit bDgq verdinnt.

11.2.1.3  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Vedahfur die gezielte Amplifikation von
DNA-Fragmenten mit einer hitzebestandigen DNA-Pdyase (Mullis & Faloona, 1987).
Dabei wird eine DNA-Matrize témplat@¢ mittels zweier spezifischer Oligonucleotide
(Primer) in einer zyklischen Abfolge bestehend aDgnaturierung destemplates
Hybridisierung &nnealing der Primer an dasemplateund DNA-Synthese (Elongation)
exponentiell vervielfaltigt.

In dieser Arbeit wurde die PCR zur AmplifikationnvoDNAs (vgl. 11.2.1.2), zur Generierung
von DNA-Fragmenten fir die Konstruktion von Plasemdind zur Herstellung vdaemplate
DNA fur diein vitro-Transkription (vgl. 11.2.1.14) eingesetzt.

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die PR High-Fidelity DNA-
Polymerase (Finnzymes Oy, Vantaa, Finnland) eirigesdir die eine Elongations-
geschwindigkeit von 1 kb/30 s angenommen wurde. Dieubation des PCR-Ansatzes
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erfolgte in einem MasterCycf@rThermocycler (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschlaind)
einem 50 pl-PCR-Ansatz (Tab. II-7).

Tab. 1I-7: PCR-Reaktionsansatz

Bestandteil 50 pl-Reaktionsansatz Endkonzentration
1 HO ad auf 50 pl

2 forward-Primer 2 ul 0,4 uM

3 reversePrimer 2 ul 0,4 uM

4 dNTPs 1ul 200 uM

5  5x Phusiofi HF-Puffer 10 pl 1x

6 templateDNA 10 ng RNA-Aquivalent bzw. 100 ng Plasmid

7  Phusiofi DNA-Polymerase 0,25 pl 0,01 U/pl

Jede PCR-Reaktion wurde nach folgendem PCR-Progmumohgefuhrt (Tab. 11-8):

Tab. 1I-8: PCR-Programm

Prozess Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 98°C 30s
2  Denaturierung 98°C 10s
3 annealing 60°C 30s
4  Elongation 72°C 30 s/kb
5  25-35 Zyklen der Schritte 2-4

6  Kihlung 10°C o0

[1.2.1.4  Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese ist eine Technik,geaielt Mutationen in dsDNA-Molekile
einzufihren. In dieser Arbeit wurde die Methode Herstellung von DDX3-Varianten
verwendet.

Ausgehend von zwei Oligonucleotidéiorivard undreversg, von denen ein Oligonucleotid
die gewlnschte Mutation tragt, wurde in einer PGEd&ion (vgl. 11.2.1.3) das vollstandige
und mutierte DNA-Fragment generiert. Dieses PCRyfent wurde anschlieRend gereinigt
(vgl. 1.2.1.6), an den 5’-Hydroxylgruppen phospyilart (vgl. 11.2.1.9) und zur Hydrolyse
des templateVektors mit dem Restriktionsenzympnl (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland) versetzt (vgl. 11.2.1.7). Nach einaresiten Reinigung (vgl. 11.2.1.6) und der
Selbstligation (vgl. 11.2.1.10) wurde das PlasmidB. col-Topl10-Zellen transformiert (vgl.
11.2.1.11).

Die Analyse der generierten Mutation erfolgte duRt@paration der Plasmid-DNA (vgl.
[1.2.1.12) mit einer anschlieRenden DNA-Sequenzigrivgl. 11.2.1.13).

[1.2.1.5 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die gRT-PCR beruht auf dem Prinzip einer herkdmhdic PCR, die zusatzlich eine
Quantifizierung der amplifizierten DNA ermoglicidiese Quantifizierung erfolgt mit Hilfe
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eines Fluorenszenzfarbstoffs, der mit der doppeigigen DNA interkaliert, am Ende eines
PCR-Zyklus und kann absolut anhand einer Kalibrigakurve oder relativ, bezogen auf die
Transkriptmenge eines nicht regulierten Referenasidurchgefihrt werden. Die Zunahme
der Fluoreszenzintensitat korreliert dabei mit denahme der neu synthetisierten DNA. Die
Grundlage fur die Quantifizierung bildet deg\W@ert (cycle thresholll der denjenigen PCR-
Zyklus anzeigt, an dem die Fluoreszenz signifikeéer die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.
Er liegt am Anfang der exponentiellen Phase der -&R, in der noch optimale
Bedingungen zur Amplifikation eines DNA-Fragmentsliegen.

Die GroRe der im Rahmen dieser Arbeit amplifizierl@CR-Produkte betrug zwischen
70-130 bp. Die Durchfilhrung der qRT-PCR erfolgte dem QuantiTet SYBR® Green
PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), das zur Qiairerung den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR® Green | enthélt, in einem Light Cycler 1.5 Instenh (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland). Dazu wurden in einem 1Bedktionsansatz 10 ng RNA-
Aquivalent aus der cDNA-Erststrangsynthese (vgl2.1.2) mit 50 pmolforward- und
reversePrimern (vgl. Tab. VII-1) sowie 5 pl des SYBRGreen PCR-Mixes versetzt. Die
Amplifikation erfolgte mit dem in Tab. 1I-9 aufgditten PCR-Programm. Fir die Heiz- und
Kihlleistung nach jedem PCR-Schritt wurde die maenGeschwindigkeit von 20°C/s
verwendet. Die spezifische Amplifikation der entsgrenden cDNA wurde mit einem
Reaktionsansatz der cDNA-Erststrangsynthese dufighigg(vgl. 11.2.1.2), der nicht mit der
Reversen Transkriptase versetzt wurde.

Nach Ablauf der gRT-PCR erfolgte eine Schmelzkuavextlyse des synthetisierten PCR-
Produkts um zu kontrollieren, ob genau ein spetifis DNA-Fragment amplifiziert wurde.
Dabei wird die Temperatur kontinuierlich von 60°@f &5°C erhéht und wahrend des
gesamten Prozesses die Fluoreszenzintensitat gameasrd die Schmelztemperatur des
PCR-Fragments erreicht, dissoziiert die dsDNA ire dDNA-Einzelstrange und der
Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green 1) wird freigesetzt. Die Fluoreszenzintgitsitimmt
durch die Freisetzung des Farbstoffs ab. Eine fipelzeé Amplifikation wird durch genau
einen Peak in der Schmelzkurve reprasentiert.

Tab. 11-9: Reaktionsbedingungen der gRT-PCR

Prozess Temperatur Dauer
1  Aktivierung derTagDNA-Polymerase 95°C 15 min
2  Denaturierung 95°C 25s

3 annealing 60°C 25s

4  Elongation 72°C 25s

5 40 Zyklen der Schritte 2-4

6  Schmelzkurvenanalyse

In dieser Arbeit wurden die Transkriptmengen relatiit der AACi-Methode quantifiziert
(Livak & Schmittgen, 2001). Als interne Kontroll®¢ferenz-Gen) wurde das Transkript des
Gens GAPDH verwendet, da dieses bei einekmock downvon DDX3 bzw. einer
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Uberexpression voidDX3 und der anschlieRenden Transfektion der HCV-Repkkund
Luciferasekonstrukte nicht beeinflusst wurde. Dierdehnung der relativen Transkript-
mengen entsprechender Gene von der zu untersuch@ndiee bezogen auf die Kontrolle ist
im Folgenden dargestellt:

ACyk) = Gzo) - Gro) (1)

ACyp) = Gyze) - Gra) (2)

AAC: = ACyp) - ACy) 3)

C cycle threshold

AC Differenz der GWerte aus Zielgen [Gg)] und Referenzgen [gq)]

AAC, Differenz derAC,-Werte der zu untersuchenden Probe und der Koatroll
K Kontrolle

P zu untersuchende Probe

RG Referenzgen

ZG Zielgen

Zunéchst wird deACi-Wert aus der Differenz der-@erte des Transkripts des Zielgens und
des Referenzgens ermittelt (vgl. Gleichung 1 und2y AC-Wert der Kontrolle wird danach
von demACi-Wert der zu untersuchenden Pro{r)| abgezogen und ergibt die relative
Transkriptmenge AAC-Wert) des Zielgens bezogen auf das Zielgen inkaettrolle (vgl.
Gleichung 3).

Die n-fache Expression (A) eines Gens in der ziergochenden Probe bezogen auf die
Kontrolle wird aus der PCR-Effizienz und demCi-Wert ermittelt (vgl. Gleichung 4).

A= E—AACt (4)
A n-fache Expression eines Gens
E PCR-Effizienz

AAC; Differenz derAC-Werte der Kontrolle und der zu untersuchenden &rob

Die PCR-Effizienz (E) entspricht dabei der Verdapgsrate der DNA-Fragmente in einem
PCR-Zyklus. Unter optimalen PCR-Bedingungen veradtpgich die DNA-Menge in jedem
PCR-Zyklus. Die Berechnung der PCR-Effizienz eti®lgnit dem Programm LinRegPCR
(Ramakerset al, 2003) bzw. einer Kalibriergeraden der Transkrifdée Effizienzen der
PCR-Reaktionen lagen zwischen 1,9 und 2,0.

[1.2.1.6  Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA-Fragmenten aus Restriktiosgéren (vgl. 11.2.1.7) oder PCR-
Reaktionen (vgl. 11.2.1.3) wurde durch Agarose-G&ophorese (vgl. 11.2.1.16.1) mit
anschlieBender Gelextraktion mit dem Gen@J@&el Extraction Kit (Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, Deutschland) nach Angaben des Herstellguschgefuhrt. Im Falle der
spezifischen Hydrolyse von PCR-Produkten und deediisierung von Plasmiden erfolgte
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die Reinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktiondueiner Ethanolprazipitation nach
Standardprotokollen (Sambrook & Russell, 2001) odeekt mit dem GeneJ&t Gel
Extraction Kit.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte ime&in Photometer (BioPhotometer,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) oder durch AgaiGelelektrophorese (vgl.
11.2.1.16.1) unter Verwendung eines definierten nistandards (GeneRuférl kb DNA
Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland).

[1.2.1.7  Spezifische Restriktionshydrolyse von DNA

Die Restriktionsenzyme und entsprechenden Pufferdié& Inkubation zur Hydrolyse von
dsDNA (Plasmide, PCR-Fragmente) wurden von den éirfRermentas GmbH (St. Leon-
Rot, Deutschland) und New England Biolabs GmbH r{kiat/Main, Deutschland) bezogen.
In dieser Arbeit wurden Restriktionsendonucleasess dyps Il zur Herstellung von
Plasmiden und PCR-Fragmenten fur die Ligation,ldantifizierung von Plasmiden, die die
gewinschte cDNA enthielten und zur Linearisierungn Wlasmiden fur dien vitro-
Transkription (vgl. 11.2.1.14) verwendet.

Die Reaktionsbedingungen fur die endonucleolytisSipaltung von dsDNA wurden nach
Angaben des Herstellers fur das jeweilige Enzynchigefihrt. Flr qualitative Analysen
generierter Plasmide wurde 1 pg Plasmid in einem|dRestriktionsansatz fur 1 h inkubiert.
Fur praparative Mengen an Plasmiden (vgl. 1.2 1A# Klonierung (vgl. 11.2.1.10) undh
vitro-Transkription (vgl. 11.2.1.14) wurden 20-100 pg $ttad in einem 70 pl-Restriktions-
ansatz Uber Nacht inkubiert. Die Analyse der Rgstrisspaltung erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. 11.2.1.16.1).

[1.2.1.8  Dephosphorylierung von 5’-Phosphatgruppen

Die 5’-Phosphatgruppen, die bei der Hydrolyse veDMA entstehen (vgl. 11.2.1.7), wurden
durch Inkubation mit dem Enzym alkalische Phospieata U/pl, FastAP' Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, Fermentas GmbH, St. Leon-Rmutschland) entfernt. Dies
verhindert die Selbstligation von Plasmid-DNA, dig mit einer oder unvollstandig mit zwei
Restriktionsendonucleasen spezifisch hydrolysienrde. Die Dephosphorylierung wurde
nach Angaben des Herstellers in einem 40 pl-Reasaiosatz durchgefuhrt.

[1.2.1.9  Phosphorylierung von 5’-Hydroxylgruppen

Die Phosphorylierung der 5’-Hydroxylgruppen von RERgmenten zublunt endLigation
(vgl. 1.2.1.10) erfolgte durch das Enzym T4-Polglaotid-Kinase (10 U/pl, Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) nach Angaben dastEllers. Zur Phosphorylierung der
Oligonucleotide fiir dasoe printing(vgl. Tab. VII-1) wurden 1 pM Primer und 4 y¥P]-
ATP (3000 Ci/mmol, Hartmann Analytic GmbH, Braunseg, Deutschland) in einem
20 ul-Reaktionsansatz fur 30 min bei 37°C inkubiert
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[1.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit der T4-BhNligase (5 U/ul, Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) durchgefihrt. Bticky- und blunt endLigationen
wurden 100 ng Vektor mit einem 5:1-VerhaltnissertVektor) von der zu ligierenden DNA
in einem 20 pl-Ansatz mit 5 U T4-DNA-Ligase fur 2oki RT inkubiert. Zur Selbstligation
von Vektor-DNA wurde 50 ng Plasmid-DNA eingesetzt.

[1.2.1.11 Herstellung und Transformation chemisch kompetenteiE. coli-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenkercoliZellen wurden 50 ml LB-Medium (vgl. 11.1.2)
mit 500 pl Bakterienkultur beimpft und bei 200 rp{niversalschittler SM 30 A,
Hechingen, Deutschland) bis zum Erreichen einegs@ibn 0,5 bei 37°C inkubiert. Durch
eine Zentrifugation [10 min, 5000 rpm (Rotina 38 \Rinkelrotor 6-fach, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland), 4°C] wundedie Zellen pelletiert und
anschlieBend in 10 ml 0,1 M CaCéesuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugasiomstt
(20 min, 5000 rpm, 4°C) wurden di& colrZellen in 2 ml 0,1 M CaGlaufgenommen und
mit 2 ml 50 % (v/v) Glycerin versetzt, aliquotiemd bei -80°C gelagert.

Fur die Transformation wurde ein Aliquot (50 pleskerE. coli-Zellen auf Eis aufgetaut und
mit der zu transformierenden DNA [2 pl-Ligationsatzs(vgl. 11.2.1.10) oder 50 ng Vektor]
fur 20 min auf Eis inkubiert. Die anschlieRende rBfarmation erfolgte durch einen
Hitzeschock fir 45s bei 42°C. Nach einer Inkubation 5 min auf Eis wurde der
Transformationsansatz mit 500 pl LB-Medium (vgl.1l2) versetzt und fur 45 min bei
200 rpm (Universalschttler SM 30 A, Hechingen, 3etbiland) und 37°C inkubiert. Danach
wurden 100 pul von der Bakterienkultur auf LB-Agafpén mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum ausplattiert und tGber Nablei 37°C inkubiert (vgl. 11.1.3). Die

Identifizierung von Vektoren mit dem gewinschtersert erfolgte durch spezifische
Restriktionshydrolyse (vgl. 11.2.1.7) der isoliant®lasmid-DNA (vgl. 11.2.1.12).

[1.2.1.12 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus 1,5emer Suspensionskultur (vgl. 11.1.3) des
jeweiligen Bakterienklons. Nach Zentrifugation dercoliZellen [1 min, 13000 rpm (Mikro
200, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH &.@&d5, Tuttlingen, Deutschland), RT]
wurden diese in 150 pul P1-Puffer [50 mM Tris/HCI gi®; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
RNase A (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschlandguspendiert. Die alkalische Lyse
der Bakterien erfolgte durch Zugabe von 150 ul Bf#eP [200 mM NaOH, 1% (v/v) SDS].
Das Lysat wurde anschlieBend mit 150 pl P3-Pufféi( CH;COOK/HCI pH 5,2)
neutralisiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Maeiner Zentrifugation fir 10 min bei
13000 rpm (Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreadtettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland) und 4°C wurden 400 ul désrstands mit 1 ml 100% Ethanol
versetzt. Nach einer Inkubation fiir 5 min auf Bielgte die Prazipitation der Plasmide durch
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eine erneute Zentrifugation fur 10 min bei 1300 rpnd 4°C. Anschlielend wurde das
Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrockmet in 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA) gelost.

Die Isolierung groBerer Mengen an Plasmid-DNA wuwie vorhergehend beschrieben
durchgefuhrt. Dazu wurden 50 ml einer Suspensidhgkeingesetzt und das Bakterienpellet
mit jeweils 3 ml P1-, P2- und P3-Puffer aufgesctdwms Die Fallung der Plasmide erfolgte
mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol. Die praparigP@smid-DNA wurde in 1 ml TE-Puffer
aufgenommen.

11.2.1.13 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma EurofitBVG Operon (Ebersberg,
Deutschland) durchgefuhrt. Die Auswertung der Nokisequenzen erfolgte mit dem
Programm Clone Manager Professional Suite (Scier&@ifEducational Software, Cary, NC,
USA).

[1.2.1.14 In vitro- Transkription

Die in vitro-Transkription wurde zur Herstellung von RNA uriéP]-markierter RNA fuirin
vivo- bzw. in vitro-Translations-,in vitro-Translations-Initiations- und HCV-Replikon-
Experimente verwendet. Alle RNA-Konstrukte wurdemrah eine run-off in vitro-
Transkription generiert. Die Termination der Tramst#on erfolgte somit durch Abfallen der
RNA-Polymerase von déemplateDNA.

In einem 40 pl-Ansatz wurden 3 pg linearisierteasRiid (vgl. 11.2.1.7) bzw. 1 pg DNA aus
einer PCR-Reaktion (vgl. 11.2.1.3) mit 1x Transkigmspuffer (Stratagene, Waldbronn,
Deutschland), 1 mM NTPs, 10 mM DTT, 20 U RiboL8¢kRNase Inhibitor (Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) und 50 U T3- bZw:-RNA-Polymerase (Stratagene,
Waldbronn, Deutschland) fur 3 h bei 37°C inkubidmh Anschluss wurde dein vitro-
Transkriptionsansatz zur Hydrolyse démplateDNA mit 10 U DNase | (DNase |
recombinant, RNase free, Roche Diagnostics GmbHjniidi@im, Deutschland) versetzt und
fur weitere 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reinigungrdynthetisierten RNA erfolgte durch
Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipati(vgl. 11.2.1.6).

Die RNAs SGR-JFH1, SGR-JFH1/mono, 5’cap-Luc-poly(Bap-Luc- und HCV-5'UTR-
Luc-3'UTR wurden ausgehend von linearisierter PldsBiNA (vgl. 11.1.7 fir entsprechende
Restriktionsenzyme) hergestellt, wahrend die tRAsowie die RNAs HCV-5'UTR-Luc-,
EMCV-Luc-poly(A), 5’cap-sORF-poly(A), HCV-5UTR-sOR3'UTR und HCV-
5'UTRASLII-sORF-3'UTR von einem PCR-Fragment synthetisieurden (Oligonucleotide
fur die PCR siehe Tab. VII-1).

Die Herstellung von 5’cap-RNA-Konstrukten [5’cap4d-poly(A), 5'cap-Luc-, 5’cap-sORF-

poly(A), WNV-5'cap-Luc-3'UTR] erfolgte analog der ben aufgefihrtenin vitro-

Transkription. Das Verhéltnis von’@pppG (cap-analog, 1 mM, vgl. 11.1.5) zu GTP im
30



MATERIALIEN UND METHODEN

vitro-Transkriptionsansatz betrug 2:1 fir die Konstrukieap-Luc-poly(A), 5’cap-Luc- und
WNV-5'cap-Luc-3'UTR bzw. 5:1 fur das Konstrukt 5jigasORF-poly(A).

[**P]-markierte  RNAs  [5'cap-sORF-poly(A), HCV-5'UTR-&F-3'UTR, HCV-
5'UTRASLIII-sORF-3'UTR] wurden durch Zugabe von 333 nd4*fP]-CTP (3000 Ci/mmol,
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Deutschlaimd)den Transkriptionsansatz und
durch Verringerung der CTP-Konzentration auf 0,3 pdrigestellt.

In vitro-transkribierte RNAs der DNA-Konstrukte [5'cap-sORBK/(A), HCV-5'UTR-
SORF-3'UTR, HCV-5’'UTRASLIII-SORF-3'UTR] wurden im Anschluss durch eine |Ge
elektrophorese (vgl. 11.2.1.16.2) und Extraktiors ainem denaturierenden (7 M Harnstoff)
Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel, 4%) gereinigt. Zur Idiéizierung der RNA im PAA-Gel
wurden die Gele auf eine Fluoreszenzfarbstoff-biebtfte Kieselgelplatte (DC Karten
Kieselgel 60F 254 0,2 mm, Honeywell Riedel de H&&aglze, Deutschland) gelegt und mit
einer UV-Lampe (ENF-280C, Spectroline, Westbury,,NDSA) bei 254 nm angeregt. Die
RNAs absorbieren das UV-Licht und projizieren eip8ohatten” auf die Kieselgelplatte (UV
shadowing, da der darunter liegende Fluoreszenzfarbstafitrangeregt werden kann. Die
RNA-Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten undTiMES-Puffer [10 mM Tris/HCI
pH 7,5; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% (v/v) SDS] ih¢acht unter Schitteln bei RT aus
dem Gelstiick eluiert. AnschlielBend wurden die é&xéréen RNAs durch Phenol-Chloroform-
Extraktion gereinigt und mit Ethanol prazipitiexg(. 11.2.1.6). Die gefallte RNA wurde in
H.Oq4¢ aufgenommen und mit Hilfe des Nucleospin RNA [tsK{(MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) nach AngabenHesstellers gereinigt. Die Elution
der RNA erfolgte mit HOq4q. Die Reinigung dieser RNAs erfolgte unter denanemden
Bedingungen. Daher wurden die RNAs nach der Eluiiord min bei 95°C denaturiert und
durch langsames Abkuhlen auf RT renaturiert, umAdisbildung der nativen Sekundéar- und
Tertiarstruktur zu gewahrleisten.

11.2.1.15 Aminoacylierung der tRNA;M®

Die in vitro-transkribierte tRNA"™" (vgl. 11.2.1.14) wurde vor Verwendung in dir vitro-
Assemblierung von Translations-Initiationskomplexggl. 11.2.2.6) durch dieE. coliMet-
tRNAM®-Synthetase (vgl. I1.2.2.8.5) mit Methionin beladen

In einem 100 pl-Ansatz wurden 30 jig coli-Met-tRNAM®-Synthetase (vgl. 11.2.2.8.5) mit
20 pg tRNAY®, 40 mM Tris/HCI pH 7,4, 15 mM MgGJ 10 mM ATP, 1 mM GTP, 100 U
RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, tBehland) und 5 mM
Methionin (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschlafia) 45 min bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss wurde die Met-tRN¥' mit Phenol-Chloroform extrahiert und durch Zugabe
Ethanol gefallt (vgl. 11.2.1.6). Das RNA-Pellet vadgr in HO4q aufgenommen.

Die Kontrolle der Aminoacylierung durch di&. coli-Met-tRNAM®-Synthetase (vgl.
11.2.2.8.5) erfolgte mit 4 pl °pS]-Methionin (3000 Ci/mmol, Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland) und 1 pg tR¥fAfiir 30 min bei 37°C.
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[1.2.1.16 Elektrophoretische Auftrennung von Nucleinséuren
[1.2.1.16.1 Agarose-Gelelektrophorese

Plasmid-DNA (vgl. 11.2.1.12), mit Restriktionsenzgm spezifisch hydrolysierte DNA (vgl.
[1.2.1.7) und PCR-Fragmente (vgl. 1.2.1.3) wurden 1-2% Agarosegelen [125 ng/ml
Ethidiumbromid, 0,5x TAE-Puffer (20 mM Tris pH 8,50 mM CHCOOH; 0,5 mM EDTA)]

in 0,5x TAE-Puffer bei einer Spannung von 120 Vgatifennt. Vor der Trennung wurde die
DNA mit 10x DNA-Probenpuffer [L00 mM EDTA/NaOH pH® 40% (v/v) Glycerin; 0,05%
(v/v) Bromphenolblau; 0,05% (v/v) Xylencyanol] vetst und nach der Gelelektrophorese
mit dem Geldokumentationssystem (Kodak EDAS 290jt&itrt, Deutschland) unter UV-
Anregung (UV-Transilluminator, UXT-30M-8E, 312 nmBiostep GmbH, Jansdorf,
Deutschland) analysiert.

Die Analyse und Trennung von RNA erfolgte in 1,29%afose-Formaldehyd-Gelen [1x
MOPS-Puffer (20 mM MOPS/NaOH pH 7,0; 5 mM ¢FDONa; 1 mM EDTA), 2% (v/v)

Formaldehyd] bei 120V in 1x MOPS-Puffer. Zuvor wderdie RNA mit 5x RNA-

Probenpuffer [5x MOPS; 4 mM EDTA; 30% (v/v) Formam20% (v/v) Glycerin; 2,5% (v/v)

Formaldehyd; 0,05% (v/v) Bromphenolblau; 100 pdatiidiumbromid] versetzt.

[1.2.1.16.2 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese urttenaturierenden Bedingungen wurde in
dieser Arbeit zur Analyse bzw. Reinigung und aris€dnder Gelextraktion vor*?p]-
markierter RNA [5’cap-sORF-poly(A), HCV-5’'UTR-sORFUTR, HCV-5'UTRASLIII-
SORF-3'UTR] und zur Analyse vori’P]-markierten cDNAs verwendet, die in dee print
Reaktion generiert wurden (vgl. 11.2.2.5).

Die Auftrennung erfolgte in 5-10% PAA-Gelen [19:Icridamid:Bisacrylamid (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), 1x TBE (88! Tris pH 8,3; 89 mM Borsaure;
20 mM EDTA)], die mit 7 M Harnstoff versetzt wurdéei 35 mA in 0,5x TBE-Puffer. Dazu
wurden die Nucleinsduren mit Formamid-Probenpufé&% (v/v) Formamid (deionisiert,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)nid EDTA/NaOH pH 8,0; 0,05%
(v/v) Bromphenolblau; 0,05% (v/v) Xylenxyanol] vetzt und fur 5 min bei 95°C denaturiert.
Die Reinigung der RNA und die Auftrennung der cDNAgolgte durch 20 cm lange
denaturierende (7 M Harnstoff) PAA-Gele (5-10%)e Dnarkierten Nucleinsauren wurden
durch Autoradiographie analysiert (vgl. 11.2.1.18).

11.2.1.17 Transfektion von RNA und DNA in humane Zelllinien

[1.2.1.17.1 Kationische Polymer-vermittelte Transfektion von sRNAs und Plasmid-
DNA

Fur die Transfektion von siRNAs in Huh7- und HUhGFRSJFH1-Zellen (vgl. 11.1.4) wurde
Lipofectaminé™ RNAIMAX (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschlanderwendet. Das
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Prinzip beruht auf der Ausbildung eines Komplexes &ationischen Lipiden mit den
Phosphatgruppen des RNA-Rickgrates, der die Aufeaten RNA in die Zelle vermittelt.

Die Huh7-Zellen wurden am Vortag so ausgesat, desgum Zeitpunkt der Transfektion
eine Konfluenz von ca. 70% besal3en (vgl. I.1.4) &ne 100 mm x 25 mm Kulturschale
mit 10 ml DMEM wurden 1200 pmol siRNAs und 30 ppbfectamin€”! RNAIMAX in je

1 ml DMEM (vgl. 1l.1.2, ohne die Zusatze FCS, PdhngStreptomycin, Biotin und
Hypoxanthin) fir 5 min bei RT inkubiert. Anschlieftéewurden diese Ansétze vereinigt, fur
weitere 20 min bei RT inkubiert und tropfenweisé¢ di¢ Huh7-Zellen gegeben. 72 h nach
Transfektion erfolgte die Ernte der Huh7/SGR-JFHlleh und die Analyse der viralen
RNA- bzw. Proteinmenge. Die mit SiIRNAs transfizeertHuh7-Zellen wurden entweder mit
den Luciferase-Reporterkonstrukten oder dem mosioetiischen HCV-Replikon re-
transfiziert (vgl. 11.2.1.17.2).

Die Transfektion von Plasmid-DNA in Hek293T-REZellen (vgl. 11.1.4) erfolgte mit dem
Turbofect™ Transfection Reagent (Fermentas GmbH, St. Leon-Reutschland). Eine
Kulturschale (100 mm x 25 mm) wurde mit 20 pg DNAansfiziert, die mit 20 pl
Transfektionsreagenz in 1ml DMEM (vgl. 1.1.2, @hndie Zusatze FCS,
Penicillin/Streptomycin, Biotin und Hypoxanthin)rf20 min bei RT inkubiert wurde. Die
Konfluenz der Hek293T-RE¥-Zellen betrug ca. 50%. 24 h nach Transfektion wordie
Luciferase-Reporter-RNAs in diese Zellen transfiziggl. 11.2.1.17.2). Fur die Affinitats-
reinigung von Flag-DDX3 (vgl. 11.2.2.7) wurden dfellen 36 h nach Transfektion mit der
Plasmid-DNA geerntet.

[1.2.1.17.2 Elektroporation von Luciferase-Reporter- und HCV-Replikon-RNAs

Furin vivo-Translations- und HCV-Replikon-Experimente wurdénid vitro-transkribierten
Luciferase-Reporter-RNAs (vgl. 11.2.1.14) und da®nwo-cistronische HCV-Replikon in
Huh7- bzw. Hek293T-REX-Zellen (vgl. 11.1.4) durch Elektroporation trarmfirt. Das
Prinzip beruht auf der Generierung eines elektdaackeldes, wodurch die Zellmembran
permeabilisiert und die Aufnahme von Nucleinsaweanaoglicht wird.

Die Huh7- und Hek293T-REX-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70-80%
elektroporiert. Dazu wurden die Zellen von der 1@ x 25 mm Kulturschale trypsiniert, in
10 ml DMEM aufgenommen, 2x mit je 10 ml PBS gewaschund in 400 ul PBS
resuspendiert (vgl. 11.1.4). AnschlieRend erfolgie Transfektion von 4 pmol Luciferase-
Reporter-RNA bzw. 200ng (80 fmol) mono-cistronsciHCV-Replikon-RNA durch
Elektroporation. Die elektroporierten Zellen wurddanach auf 100 mm x 25 mm Kultur-
schalen bzw. auf @ell-Platten ausgesat. Die Spaltbreite der Elektroporsikivette (Gene
Pulsef Cuvette, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Dehissd) betrug fiir Huh7-
Zellen 0,4 cm und fir Hek293T-RE%Zellen 0,2 cm. Die Transfektionsbedingungen fiir
Huh7-Zellen waren 200V, 950 uF und 1 Puls bzw. Hek293T-REX"-Zellen 180V,
950 pF und 1 Puls. Alle Elektroporationen wurden deim Gene Pulsérl Gerat (Bio-Rad
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Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) durchgeéfilhh nach Elektroporation der
Luciferase-RNAs in Huh7-Zellen, die 72 h zuvor msiRNAs transfiziert wurden (vgl.
11.2.1.17.1), erfolgte die Zellernte und Analyse deciferaseaktivitat (vgl. 11.2.2.11.3). Die
Analyse der Replikations- bzw. Translationseffizeles mono-cistronischen HCV-Replikons
erfolgte 48 h nach der Elektroporation des Repkkiondie siRNA-transfizierten Huh7-Zellen
(val. 11.2.1.17.1).

11.2.1.18 Autoradiographie

Die Autoradiographie wurde zum Sichtbarmachen \amioaktiv markierten Nucleinsduren
verwendet.

Dazu wurden denaturierende (7 M Harnstoff) PAA-Gelgl. 11.2.1.16.2) fur 15 min bei RT
in 5% (v/v) Essigsaure fixiert, anschlieBend getnat (Unigeldryer 3545D UniEquip
Laborgeratebau- und Vertriebs GmbH, Planegg, Dhlasd) und auf einen Kodak Storage
Phosphor Screen S 230 (GE Healthcare, MinchensErdanhd) gelegt. Nach der Exposition
des Screens wurde dieser mit einem Phosphoimaderm(S360, Molekular Dynamics,
Sunnyvale, CA, USA) eingelesen. Die Autoradiogrammerden mit dem Programm
ImageQuant 5.0 Build 050 (Molecular Dynamics InBynnyvale, CA, USA) quantitativ
ausgewertet.

11.2.2 Proteinbiochemische Methoden
[1.2.2.1  Herstellung von cytoplasmatischen Huh7-Extrakten

Zur Analyse spezifischer Proteine im Cytoplasma Jdoh7-Zellen wurde ein cyto-
plasmatischer Zellextrakt hergestellt.

Die Huh7-Zellen einer Kulturschale (100 mm x 25 mi&onfluenz 70-80%) wurden durch
Trypsin-Inkubation gel6st (vgl. 11.1.4) und in DMEM(gL. 11.1.2) aufgenommen. Nach einem
Waschschritt mit PBS (vgl. 11.1.4) und einer Zehigation von 5 min bei 2000 rpm (Mikro
200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas Hettich GmbH &. &G, Tuttlingen, Deutschland) und
4°C erfolgte die Lyse der Zellen mit 50-200 pl LyReffer [50 mM Tris/HCI pH 8,0;
100 mM NaCl; 5 mM MgGt 0,5% (v/v) NP-40] fur 5 min auf Eis. AnschlieRendrden die
Zellkerne und unl6sliche Bestandteile fir 10 mim b@000 rpm (Mikro 200R, Winkelrotor
24-fach, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingddeutschland) und 4°C prazipitiert.
Bei dem verbliebenen Uberstand handelte es siclamtytoplasmatischen Extrakt.

[1.2.2.2  Herstellung von Translations-kompetenten cytoplasmigsschen Huh7-S10-
Extrakten

Die Herstellung von Translations-kompetenten cyeplatischen Huh7-Zellextrakten (Huh7-
S10-Extrakt) erfolgte nach Barton & Flanegan (1998)d wurde flir Translations-,
Translations-Initiations- (vgl. 11.2.2.3) uride printingExperimente (vgl. 11.2.2.5) verwendet.
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Dazu wurden Huh7-Zellen mit einer Konfluenz von 88% von 80 (150 mm x 25 mm)
Kulturschalen (entspricht ca. 1,5 x®1@&ellen) trypsiniert (vgl. 1.1.4), in DMEM
aufgenommen (vgl. 11.1.2) und 3x mit eiskaltem @goschen Puffer (35 mM HEPES/KOH
pH 7,6; 146 mM KCI; 11 mM Glucose) gewaschen. Dueate Zentrifugation fir 5 min bei
2000 rpm (Rotina 38 R, Winkelrotor 6-fach, André#sttich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland) und 4°C wurden die Zellen nach jedeasdéhschritt pelletiert. Anschlie3end
wurden die Zellen in 1,5 Volumenteilen hypotonigoheuffer 20 mM HEPES/KOH pH 7,6;
10 mM KCI; 1,5 mM Mg(CHCOO); 1 mM DTT; Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)] aufganeen und fur 20 min auf Eis
inkubiert. Die Zelllyse erfolgte in einem 15 ml Dwme Homogenisator (Blaessig Glass
Specialties Inc., Rochester, NY, USANf Eis durch 30x gleichmaliges Stol3en und Ziehen
des Pistills. Der cytoplasmatische Extrakt wurdeadh sofort mit 0,1 Volumenteilen 10x
S10-Puffer [0,2 M HEPES/KOH pH 7,6; 1,2 M gEDOK; 40 mM Mg(CHCOOQY); 50 mM
DTT] versetzt und fir 10 min bei 10000 rpm (MikrOQR, Winkelrotor 24-fach, Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) ud8C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und erneut fir 10 min bei 10000 y;md 4°C zentrifugiert. Im
Anschluss wurde der verbliebene Uberstand (Huh7Bagakt) aliquotiert, in flissigem N
schockgefroren und bei -80°C fir weitere Experiraayelagert.

Fur Translations-Initiationsreaktionen (vgl. 1.8 die ausschlieBlich auf exogen
zugegebener RNA erfolgen sollten, wurde die endegeRNA im S10-Extrakt durch Zugabe
von 0,08 Units/ul Micrococcus-Nuclease (Roche Damgics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land) und 1 mM CagGlfar 15 min bei 25°C hydrolysiert. Die Inaktiviemier Micrococcus-
Nuclease erfolgte durch Zugabe von 2 mM EGTA/NaQH7p6 (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland).

Der fur die Polysomenanalyse (vgl. 11.2.2.4) verdete Huh7-S10-Extrakt wurde wie oben
aufgezeigt, mit folgenden Anderungen hergesteliciNder Zellernte erfolgte die Inkubation
der Huh7-Zellen in PBS (vgl. 11.1.4) mit 2 mM Cybleximid (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) fir 15 min bei RT. Furzkdlyse mit dem Dounce Homogenisator
wurde der hypotonische Puffer mit 2 mM Cycloheximéaisetzt.

11.2.2.3 Translationsreaktion und Translations-Initiationsreaktion in vitro

Die Durchfihrung dem vitro-Translation orientierte sich an Barton & Flanegaf93). In
einem 10 pl-Reaktionsansatz wurden 60 fnol vitro-transkribierte Luciferase-Reporter-
RNA (vgl. 1.2.1.14) mit 40% Huh7-S10-Extrakt (vgll.2.2.2, 9 ug Protein/ul), 16 mM
HEPES/KOH pH 7,6, 1 mM ATP, 02mM GTP, 120mM {HOK, 2,75 mM
Mg(CH3COO), 1 mM Aminosaure-Mix (Promega GmbH, Mannheim, Bebtand), 20 mM
Kreatinphosphat (Roche Diagnostics GmbH, Mannhddaytschland), 40 pug/ul Kreatin-
Kinase (Roche) und 0,08 mg/ml tRNA (Roche) fur 3@ nbei 37°C inkubiert. Die
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Translationsreaktion wurde im Anschluss auf Eistggst und die Translationseffizienz der
entsprechenden Luciferase-RNAs bestimmt (vgl.21122..3).

Translations-Initiationsreaktionen wurden mit dien vitro-transkribierten ¥P]-markierten
RNAs 5’cap-sORF-poly(A), HCV-5’'UTR-sORF-3'UTR und GV-5'UTRASLIII-SORF-
3'UTR durchgefuhrt (vgl. 11.2.1.14). Die Anreichery von 48S- und 80S-Translations-
Initiationskomplexen erfolgte durch Zugabe von #j@zhen Translationsinhibitoren zur
oben aufgeflhrtenin vitro-Translationsreaktion. 48S-Initiationskomplexe wurddurch
Ersetzen des GTPs mit 1,5 mM GMP-PNP (Sigma-Aldrichemie GmbH, Minchen,
Deutschland) angereichert. Dieses nicht hydrolpsier GTP-Analogon inhibiert das 60S-
subunit joining in dem es die Freisetzung von Translations-lindesfaktoren aus dem 48S-
Initiationskomplex unterbindet. Die Blockierung demanslationselongation durch Hemmung
der Peptidyltransferaseaktivitdt der 60S-Unterdinlegfolgte durch Zugabe von 2 mM
Cycloheximid (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschllan In einer Translations-
Initiationsreaktion akkumulieren dadurch 80S-Inibaskomplexe.

Alle Translations-Initiationsreaktionen wurden dmggfiend in einem linearen Saccharose-
Gradienten aufgetrennt (vgl. 11.2.2.4). Fur WestBtat-Analysen (vgl. 11.2.2.11.2) wurden
20 nM [?P]-markierte 5'cap-sORF-poly(A)-RNA bzw. 60 nNfP]-markierte HCV-5'UTR-
SORF-3'UTR- und HCV5'UTRSLIII-sSORF-3'UTR-RNASs in einem 125 pReaktionsansatz
eingesetzt. Der Vergleich von S10-Extrakten von Hdellen, die 72 h zuvor mit den
SsiRNAs siGFP und siDDX3-2 transfiziert wurden (vil2.1.17.1), erfolgte in einem 40 pl-
Reaktionsansatz mit je 10 nMP]-markierter 5'cap-sORF-poly(A)- und HCV-5'UTR-
SORF-3'UTR-RNA durch anschlieRenderenkov-Zahlung (vgl. 11.2.2.4). Die Reaktionszeit
der Translations-Initiationsreaktion betrug je n&otperiment zwischen 20 s und 15 min und
wurde bei 37°C inkubiert sowie durch Uberfiihrung BeaktionsgefaRes auf Eis gestoppt.

[1.2.2.4  Auftrennung und Analyse von Translationskomplexen

Die Auftrennung von Translationskomplexen erfolgre einem linearen Saccharose-
Gradienten. Die Gradienten wurden mit einem Gradimnischer (Gradient Master,
BioComp Instruments Inc., Fredericton, Kanada) naem tilted tube rotatioAPrinzip
(Coombs & Watts, 1985) und nach Angaben des H&stefjeneriert. Dabei wurden zwei
verschieden konzentrierte Saccharose-Losungen (Bhkthpnzentrationen des Saccharose-
Gradienten) in einem Zentrifugenréhrchen [Ultraa@®l¥ Centrifuge Tubes (14 x 95 mm),
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland] in einspezifischen Winkel fur eine
ausgewiesene Zeit nach Angaben des Herstellerrtrofille Gradienten wurden vor dem
Beladen mit den entsprechenden Proben auf 4°C gekih

Translations-Initiationskomplexe (vgl. 11.2.2.3) wen in einem 5-25% (w/v) linearen
Saccharose-Gradienten (20 mM HEPES/KOH pH 7,6; D CH3;COOK; 5 mM MgC};

1 mM DTT) durch Zentrifugation fir 2 h bei 38000wp(L8-M Ultrazentrifuge, SW40Ti-
Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschlandy)d 4°C aufgetrennt. Die
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Fraktionierung der Gradienten erfolgte von der Isteh zur geringsten Saccharose-
Konzentration zu je 600 ul Fraktionen durch Anseechdes Bodens des Zentrifugen-
réhrchens. Zur Identifizierung der Initiationskomypé wurde anschlieRend die &P
(JASCE V-550 UV/VIS SpectrophotometefGroR-Umstadt, Deutschland + HELLMA
Préazisions-Kivetten Quarzglas Suprasil, Hellma GndbBo. KG, Mullheim, Deutschland)
bzw. die Radioaktivitat mittel€erenkov-Zahlung (Pony Vial, 6 mL, Anti-Static, Pierk
Elmer®, Rodgau, Deutschland + Lumasafélus, Lumac LSC BV., Groningen, Niederlande)
in einem Szintillationszahler (Tri-Cath2100TR, Packard BioScience Company, Meriden,
CT, USA) bestimmt. DigCerenkov-Strahlung beruht auf der Emission elektigmesischer
Strahlung beim Durchtritt geladener Teilchen (ZrBiwerdende Elektronen aus dem Zerfall
des*’P-Atomkerns) durch ein dielektrisches Medium. Di¢agenen Teilchen polarisieren die
Molekille des Mediums, die durch die Riickkehr in @mindzustand die s.gerenkov-
Strahlung emittieren. Fur die Proteinanalyse wurdd® pl jeder Fraktion mit 10%
Trichloressigsaure (TCA, Merck KGaA, Darmstadt, Betland) gefallt (Sambrook &
Russell, 2001), die Proteine mit SDS-PAGE aufgetrgngl. 11.2.2.10) und mittels eines
Western-Blots identifiziert (vgl. 11.2.2.11.2).

Zur Auftrennung der ribosomalen 40S- und 60S-Uméekdten wurden 400 pg Huh7-S10-
Extrakt mit 25 mM EDTA/NaOH pH 7,6 versetzt und #ih bei 38000 rpm (L8-M Ultra-
zentrifuge, SW40Ti-Rotor, Beckman Coulter GmbH, f€l@&, Deutschland) und 4°C durch
oben aufgefuhrten Gradienten (versetzt mit 25 mM EMaOH pH 7,6) zentrifugiert.

Die Polysomenanalyse wurde nach Weidensdafel (2009) durchgefuhrt. Dazu wurden
400 pug Cycloheximid-behandelter Huh7-S10-Extrakfl.(W.2.2.2) auf einen 15-45% (w/v)
linearen Saccharose-Gradienten geladen und fubé 180000 rpm (L8-M Ultrazentrifuge,
SW40Ti-Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Detitaad) und 4°C zentrifugiert. Die
Saccharose-Gradienten wurden mit 0,4 mM Cycloheki(ppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) versetzt.

Die Auftrennung vonin vitro-assemblierten Initiationskomplexen (vgl. 11.2.2.@ie mit
gereinigten Translationsfaktoren assembliert wur@efolgte nach Pisarest al (2007b) in
einem 5-25% (w/v) linearen Saccharose-Gradient@rm(®@ Tris/HCI pH 8,0; 4 mM MgGl

100 mM CHCOOK; 1 mM DTT) durch Zentrifugation (2 h, 38000mp4°C) mit einem
SW40Ti-Rotor (L8-M Ultrazentrifuge, Beckman CoulmbH, Krefeld, Deutschland).

[1.2.2.5  Primer-Extensions-Inhibitions-Analyse toe printing)

Das toe printing ist eine Methode, um die Position von ribosoma8t- und 80S-
Komplexen auf zu translatierenden RNAs zu bestimmed wurde nach Ostareak al
(2001) durchgefihrt.

In einem 10 pl-Ansatz wurde eine Translations-dtibnsreaktion angesetzt (vgl. 11.2.2.3)

und zur Inhibierung der Assemblierung eines 80&ims das GTP gegen 1,5 mM GMP-

PNP (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutsathjaarsetzt und fir 5 min bei 30°C
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inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von patbl [F?P]-Oligonucleotid
(Oligonucleotide fur dasoe printingsind in Tab. VII-1 aufgelistet) und eine Inkubatitir

3 min bei 0°C. Danach wurde dieser Ansatz 20-fach2® mM Tris/HCI pH 7,5, 7 mM
MgCl,, 100 mM CHCOOK, 0,5 mM dNTPs, 0,5 mM Cycloheximid (AppliChe@mbH,
Darmstadt, Deutschland), 1 mM DTT und 50 U AMV-RA0 U/ul, Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, Deutschland) verdinnt und fir 15 min3@C inkubiert. Die cDNAs wurden mit
Phenol-Chloroform extrahiert und durch Zugabe vimagol gefallt (vgl. 11.2.1.6).

Die GroRRe der cDNA-Produkte wurde anhand einer €iggribonucleotid-Sequenzierleiter
(Sangetret al, 1977) nach Slatket al. (1999) bestimmt. Die Herstellung des Gréf3enstalisda
erfolgte mit den gleichen Oligonucleotiden, die fastoe printing verwendet und mit den
entsprechenden DNA-Fragmenten, von dem die RNA&Isiih vitro-Transkription generiert
wurden (vgl. 11.2.1.14). In einem 15 pl-Sequenzisaz wurden 3 pul der jeweiligdiermina-
tionsstammlosung fur di@agPolymerase (Tab. 11-10) mit 20 pmof4p]-Oligonucleotid,
200 ng DNA, 1,5 pl 10x DreamT&¢-Puffer und 0,625 U DreamTa4 (5 U/pl, Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) versetzt und insteieiCyclef Thermocycler (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) mit folgendem PCR-Prognaimkubiert:

(1) 95°C 30s

(2) 57°C 30s

(3) 72°C 30s
Schritte (1)-(3) 25 Zyklen

Tab. 11-10: Konzentrationen der dNTPs und ddNTPs in den A-, C-, G- und T-Terminations-
stamml6sungen fur dieTag-Polymerase

Nucleotid A (LM) C (uM) G (UM) T (uM)
dATP 8 80 80 80
dCTP 80 8 80 80
dGTP 80 80 8 80
dTTP 80 80 80 8
ddATP 120 - - -
ddCTP - 55 -

ddGTP - - 16 -
ddTTP - - - 100

Die cDNAs und die Sequenzierreaktionen wurden imnfaonid-Puffer (vgl. 11.2.1.16.2)
aufgenommen, fir 3 min bei 95°C erhitzt und in gindenaturierenden (7 M Harnstoff)
PAA-Gel aufgetrennt (vgl. 11.2.1.16.2) [10% PAA fdas 5'cap-ORF-poly(A)- und 6% PAA
fur das HCV-5'UTR-sORF-3'UTR-Konstrukt].

[1.2.2.6  In vitro-Assemblierung von 48S- und 80S-Initiationskomplexen

Die in vitro-Assemblierung der 48S- und 80S-Translations-Imtieskomplexe erfolgte nach
Pisarewet al (2007b).
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Zur Assemblierung des 48S-Initiationskomplexes an[#P]-markierten RNA 5’cap-sORF-
poly(A) wurden 5 pmol dieser RNA mit 5 pmol Met-tRN'®, 3 pmol elF1, 3 pmol elF1A,
4 pmol elF2, 4 pmol elF3, 7 pmol elF4A, 7 pmol eBF-42 pmol elF4Gs7.1116 3 pmol elF5,

3 pmol Flag-DDX3 und 3 pmol der 40S-Untereinheigl(Ml.2.1.15, 0, 11.2.2.8.1, 11.2.2.8.2,
11.2.2.8.3, 11.2.2.8.5 und 11.2.2.9.2) in einem @BAnsatz mit 20 mM Tris/HCI pH 8,0,
100 mM CHCOOK, 2,5 mM MgC}, 1 mM DTT, 1 mM ATP und 0,2 mM GTP versetzt und
fur 10 min bei 37°C inkubiert. Fur die Assemblieguder 80S-Initiationskomplexe wurden
die generierten 48S-Initiationskomplexe zusatzhaih 5 pmol elF5Bg7.1220und 3 pmol der
60S-Untereinheit versetzt und fur 2 min bei 37°Ckulmiert. Die 48S- und 80S-
Initiationskomplexe an der*}P]-markierten RNA HCV-5'UTR-sORF-3'UTR wurden in
derselben Weise wie fur die RNA 5’cap-sORF-poly@sembliert, jedoch ohne Zugabe der
Proteine elF1, elF1A, elF2, elF4A, elF4B, elR4fG116und elF5. Anschliel3end erfolgte die
Auftrennung der Initiationskomplexe in einem 5-2%%4v) linearen Saccharose-Gradienten
(vgl. 11.2.2.4) durch Zentrifugation mit einem SWHERotor (L8-M Ultrazentrifuge,
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) fir 2eh 38000 rpm und 4°C.

[1.2.2.7  Immunprazipitation - Affinitatsreinigung

Die Immunprézipitation bzw. Affinitatsreinigung wde zur Anreicherung von spezifischen
Proteinen und deren Interaktionspartnern (ProtddMA) verwendet. Das Prinzip beruht auf
der Kopplung eines fur ein Protein spezifischen Imglobulins an eine Matrix (Protein A-,
Protein G-Sepharose). Das Protein A aus der Zetlwaon Staphylococcus aureusnd
Protein G ausStreptococcug\rten binden den Fc-Teil der IgG-Molekule. Die Antikorper
gekoppelte Matrix wird mit dem Proteingemisch verseaus der das zu untersuchende
Protein angereichert werden soll. Durch die speaie Antigen-Antikorper-Bindung ist es
madglich, aus einem Proteingemisch das gewinsclatiRrzu reinigen bzw. anzureichern
und potentielle Interaktionspartner nachzuweisen.

Zur Prazipitation von DDX3 aus Huh7-S10-Extraktegl(11.2.2.2) von naiven Huh7- und
von Huh7-Zellen, die das mono-cistronischen HCViRep transient enthielten (vgl.
[1.2.1.17.2), wurden 5 pul DDX3-Kaninchen-Antiserbaw. Kaninchen-Praimmunserum mit
30 pl (1 + 1-Suspension) Protein A-Sepharose (Sigldach Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland) in IPB-Puffer [20 mM HEPES/KOH pH 7160 mM KCI; 0,5% (v/v) NP-40;
1 mM DTT] fur 2 h bei RT inkubiert. AnschlieRend rden die Protein A-Sepharobeads
3x mit je 500 ul IPB-Puffer gewaschen und mit 150Huh7-S10-Extrakt versetzt und fiir 4 h
bei 8°C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (3x) IPB-Puffer erfolgte die Aufnahme
der Protein A-Sepharosgmadszum Auftrennen der Proteine im SDS-Gel in SDS-Bmeb
puffer (vgl. 11.2.2.10).

Fur die Analyse co-prazipitierter RNAs wurden Oeadsnach der Immunpréazipitation mit
40 ug Proteinase K (Fermentas GmbH, St. Leon-Retitéehland) in 400 ul Puffer [20 mM
Tris/HCI pH 7,6; 300 mM NaCl; 1% (v/v) SDS] versetmd fur 1 h bei 37°C inkubiert.
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AnschlieBend wurden die RNAs mit Phenol-Chlorofoemtrahiert, durch Zugabe von
Ethanol gefallt und pelletiert (vgl. 11.2.1.6) s@anin HOq4q aufgenommen.

Flag-DDX3 wurde rekombinant durch Transfektion 8&pressionsplasmids (vgl. 11.1.7 und
11.2.1.17.1) in Hek293T-REX'-Zellen (vgl. 11.1.4) hergestellt und mit dem ANFLAG M2
Affinity Gel Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minche Deutschland) nach Angaben des
Herstellers gereinigt. Die Elution von Flag-DDX3rvden Flag-gekoppeltemeadserfolgte
mit 0,65 pug/ul Flag-Peptid. Die Konzentrationsbestung des gereinigten Flag-DDX3
erfolgte mittels eines semi-quantitativen Westelotd3 (vgl. 11.2.2.11.2), anhand eines
Standards mit rekombinant gereinigtem DDX3 Busoli (vgl. 11.2.2.8.4).

[1.2.2.8  Proteinreinigung

Die Reinigung von Proteinen, die mit ChromatograpgBéulen durchgefuhrt wurde, erfolgte
mit einer FPLC (AKTApurifier 100, GE Healthcare, Kehen, Deutschland).

[1.2.2.8.1 Reinigung von ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheit

Die ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheiten wurdas Kaninchen-Retikulozytenlysat
(Green Hectares, Oregon, WI, USA) nach Pisateal (2007b) gereinigt.

100 ml Kaninchen-Retikulozytenlysat wurden bei 37 Wasserbad aufgetaut und die
Ribosomen bzw. Polysomen anschlieend fir 8 h Bé0@rpm (L8-M Ultrazentrifuge,
SW45Ti-Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Detutaad) und 4°C pelletiert. Das
Pellet wurde in Puffer A (20 mM Tris/HCI pH 7,5; %M KCI; 4 mM MgCh; 1 mM DTT)
durch Rdhren fur 30 min bei 0°C resuspendiert undedne optische Dichte (Qlgy) von
100-150 (JASC® V-550 UV/VIS SpectrophotometerGroR-Umstadt, Deutschland +
HELLMA® Prazisions-Kiivetten Quarzglas Suprasil, Hellma 8néb Co. KG, Miillheim,
Deutschland) mit Puffer A eingestellt. UnloslichéidRstande wurden im Anschluss durch
eine Zentrifugation pelletiert [10 min, 13000 rpmikro 200R, Winkelrotor 24-fach, Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland),C}’ Zur Trennung der ribosomalen
Untereinheiten wurde die Polysomensuspension damgicth mM Puromycin fur 10 min bei
37°C inkubiert und anschlie3end, zur Dissoziation Initiationsfaktoren, tropfenweise mit
4 M KCI bis auf eine Endkonzentration von 0,5 M Ki@iter Riuhren versetzt. 1 ml-Aliquots
wurden unverziglich auf einen 10-30% (w/v) linear8accharose-Gradienten (20 mM
Tris/HCI pH 7,5; 0,5 M KCI; 4 mM MgGt 1 mM DTT) geladen (vgl. 11.2.2.4) und fir 16 h
bei 23500 rpm und 4°C zentrifugiert (L8-M Ultrazefnige, SW40Ti-Rotor, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Nach der Faoakerung wurden die 40S- und 60S-
Peak-Fraktionen durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10) @wbmassie-Farbung (vgl. 11.2.2.11.1)
identifiziert und vereinigt. Die ribosomalen Untettgeiten wurden anschliel3end in Puffer B
(20 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM KCI; 2 mM Mggl 0,25 M Saccharose; 1 mM DTT) mit
einem Vivaspin 20 Konzentrator (SpirfRXUF 20, 100000 MWCO PES, Corning,
Amsterdam, Niederlande) umgepuffert und auf eined@ion 25-50 der 40S-Untereinheit
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bzw. 60-120 der 60S-Untereinheit konzentriert. Fdie molare Konzentration der
ribosomalen Untereinheiten wurde angenommen, dass0h,so von 1 einer molaren Menge
von 65 pmol an 40S-Untereinheiten bzw. 29 pmol &S-Bntereinheiten entspricht
(Raychaudhuri & Maitra, 1986). Die Aliquots wurdeai -80°C gelagert.

[1.2.2.8.2 Native Reinigung von elF3 aus cytoplasmatischem Hel-Extrakt

Der cytoplasmatische HelLa-Extrakt wurde von PrafLBhrmann (Max-Planck-Institut flr
biophysikalische Chemie, Goéttingen, Deutschland) Varfiigung gestellt. Dieser Extrakt
wurde nach dem gleichen Prinzip hergestellt wie deanslations-kompetente cyto-
plasmatische Huh7-S10-Extrakt (vgl. 11.2.2.2), mér Ausnahme, dass kein 10x S10-Puffer
zugegeben wurde. Die Reinigung von elF3 orientigidk an Damoet al. (2007).

300 ml HeLa-Extrakt wurden in einem 37°C Wasserbauhellstmdglich aufgetaut und mit
10% (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA/NaOH pH 7,6, 1 mM E@MNaOH pH 7,6, 1 mM PMSF
und 2 ml Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrichemie GmbH, Minchen, Deutschland)
versetzt. Nach einer Zentrifugation fur 20 min B8000 rpm und 4°C in einem SWA45Ti-
Rotor (L8-M Ultrazentrifuge, Beckman Coulter GmbHKrefeld, Deutschland) wurde der
Uberstand abgenommen, mit 450 mM KCI versetzt unéuw fir 5 h bei 40000 rpm (L8-M
Ultrazentrifuge, SW45Ti-Rotor, Beckman Coulter Gmbktefeld, Deutschland) und 4°C
zentrifugiert. Die mittleren 2/3 des Uberstands deur abgenommen und unter Rihren bei
0°C mit 40% (w/v) (NH).SO, versetzt. Nach einstindigem Ruhren bei 0°C wurde d
Prazipitat pelletiert (10 min, 20000 rpm, 4°C, L8-Miltrazentrifuge, SWA45Ti-Rotor,
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland), ane@and in 50 ml Puffer C [20 mM
HEPES/KOH pH 7,5; 50 mM KCI; 10% (v/v) Glycerin;jdiM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM
DTT] resuspendiert und tUber Nacht gegen 2 | Pu@fdrei 4°C dialysiert. Die Proteinlésung
wurde filtriert (Rotilab8-Spritzenfilter; PVDF; steril; 0,22 um; Carl RothmBH + Co. KG;
Karlsruhe; Deutschland) und auf eine 6 ml Reso@+<@®Aule (Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland) gegeben, die mit PuWifeéquilibriert war. Die Saule wurde
mit 2 Saulenvolumina an Puffer C gewaschen undad&chlieRende Elution erfolgte mit
einem 100 ml-Gradienten von 50-600 mM KCI in Puftér Fraktionen mit elF3 wurden
durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10) und Coomassie-Fago(vgl. 11.2.2.11.1) identifiziert und
vereinigt, gegen 1 | Puffer C fUr 4 h dialysierduauf eine mit Puffer C aquilibrierte Mono S-
Saule (HR 10/10, GE Healthcare, Minchen, Deutsdilgeladen. Die Proteine wurden mit
einem 100 ml 50-400 mM KCI-Gradienten in Puffer ©nvder Mono S-Séaule eluiert.
Fraktionen die elF3 enthielten, wurden durch SDSEA(vgl. 11.2.2.10) und Coomassie-
Farbung (vgl. 11.2.2.11.1) identifiziert, vereinighd mit Vivaspin 20 (Spin-XUF 20, 50000
MWCO PES, Corning, Amsterdam, Niederlande) auf il 5konzentriert. AnschlieRend
wurde elF3 auf eine Gelfiltrationsséule (Superos&®300 GL, GE Healthcare, Mlnchen,
Deutschland) gegeben, die mit Puffer C und 100 mil Kquilibriert war. elF3-haltige
Fraktionen wurden durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10ndu Coomassie-Farbung (vgl.
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[1.2.2.11.1) identifiziert und vereinigt, bis auf nig/ml konzentriert, in flissigen ,N
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

[1.2.2.8.3 Native Reinigung von elF2 aus cytoplasmatischem Hel-Extrakt

Der Translations-Initiationsfaktor elF2 wurde ausged vom 40%-Uberstand der
Ammoniumsulfat-Prazipitation des Hela-Extrakts defF3-Reinigung aus Abschnitt
[1.2.2.8.2 nach Pisarest al (2007b) gereinigt.

Der Uberstand wurde durch Zugabe von weiteremfp8@, unter Rithren bei 0°C auf eine
Konzentration von 50% (w/v) eingestellt. Nach eilmtubation von 30 min unter Rihren bei
0°C erfolgte eine Zentrifugation (10 min, 20000 rpfiC, L8-M Ultrazentrifuge, SW45Ti-
Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschlandy die Aufnahme des Pellets in
Puffer D [20 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 mM EDTA; 10%/¢) Glycerin; 1 mM DTT]. Uber
Nacht wurde die Proteinlésung gegen Puffer D + mh®0 KCI dialysiert und auf eine 15 ml
DEAE-Saule gegeben, die mit Puffer D + 100 mM KG@Quidibriert war. Die Elution erfolgte
mit Puffer D + 250 mM KCI in einer Stufe. Anschlaftl wurde das Eluat mit Puffer D auf
100 mM KCI verdinnt und auf eine mit Puffer D + 1@®& KCI &aquilibrierte 15 ml-
Phosphocellulose-Saule (P11, Whatffageladen. Die Séule wurde mit Puffer D + 400 mM
KCI gewaschen und die Elution der Proteine erfoigiePuffer D + 800 mM KCI. Das Eluat
wurde mit Puffer D auf 50 mM KCI verdinnt und auinee 1 ml Resource Q-Saule
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Déldad) gegeben, die in Puffer D +
50 mM KCI aquilibriert war. Die Elution erfolgte ininem 50-500 mM KCI-Gradienten in
Puffer D. Fraktionen mit elF2 wurden durch SDS-PAGMI. 11.2.2.10) und Coomassie-
Farbung (vgl. 11.2.2.11.1) identifiziert und vergt) anschliel3end in Puffer D + 100 mM KCI
transferiert und konzentriert (Vivaspin 20, SpiR-¥F 20, 50000 MWCO PES, Corning,
Amsterdam, Niederlande), schockgefroren und beiG8fklagert.

[1.2.2.8.4 Rekombinante Herstellung und Reinigung von DDX3 auk. coli

Die rekombinante Herstellung von DDX3 erfolgte duiransformation (vgl. 11.2.1.11) des
Expressionsplasmids (vgl. 11.1.7) in dencolirStamm BL21(DE3) (vgl. 11.1.3).

Dazu wurden je 3x 650 ml Kulturmedium (vgl. I.11A)t 8 ml einer Ubernachtkultur beimpft
und bis zum Erreichen einer @ von 0,8 bei 200 rpm (Universalschittler SM 30 A,
Hechingen, Deutschland) und 37°C inkubiert. Dieukttbn der Genexpression erfolgte mit
1mM IPTG (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Dsaktland) bei 37°C fur 3 h.
AnschlieRend wurden die Zellen fiir 10 min bei 660 (Sorvall RC-8" Plus Superspeed-
Zentrifuge, SLC-3000-Rotor, Bad Nauheim, Deutscttjannd 4°C pelletiert. Der Zell-
aufschluss erfolgte durch Ultraschall (2x 3 min;cley0,5; Amplitude 70; Ultraschall-
prozessor UP200S; Hielscher Ultrasonics GmbH; WeltDeutschland). Das Expressions-
produkt bildetanclusion bodiegIBs), die nhach Rudolphat al (1997) prapariert wurden. Die
IBs wurden in Puffer E [20 mM Tris/HCI pH 7,5; 10%/v) Glycerin; 8 M Harnstoff;
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100 mM NaCl; 20 mM Imidazol] denaturiert und aufi@b ml Ni-NTA-Saule (HisTrap' FF
crude, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) gegeliemit Puffer E aquilibriert war. Die
Elution erfolgte mit Puffer E + 300 mM Imidazol @iner Stufe. Die Elutionsfraktion wurde
1:10 mit Puffer F [20 mM Tris/HCI pH 7,5; 50 mM NBC10% (v/v) Glycerin; 8 M
Harnstoff; 1 mM DTT] verdinnt, auf eine 6 ml ResmiQ-Saule (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) geladen undemgm 0,05-1 M NaCl-Gradienten in
Puffer F eluiert. Das Eluat mit DDX3 wurde gegenffeuF + 2 M NaCl dialysiert und
anschlieBend mit Puffer G [20 mM Tris/HCI pH 7,5M2NaCl; 10% (v/v) Glycerin; 1 mM
DTT] durch Dialyse renaturiert. Die Konzentrieruagolgte durch eine Ni-NTA-Saule (siehe
oben) in Puffer G + 300 mM Imidazol. Zur Entfernudgs Imidazols wurde die DDX3-
haltige Elutionsfraktion abschliel3end auf eine Bedtionssaule (HiLoad 16/60 Superdex 75,
GE Healthcare, Minchen, Deutschland) gegeben, die20hmM Tris/HCI pH 7,5, 0,5 M
NaCl, 1 mM DTT und 10% (v/v) Glycerin &quilibriertar. Die Peak-Fraktionen von DDX3
wurden durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10) und Cooma$sirbung (vgl. 11.2.2.11.1)
identifiziert, vereinigt, schockgefroren und bed28 aufbewahrt.

[1.2.2.8.5 Rekombinante Herstellung und Reinigung von elF1, €1A, elF4A, elF4B,
elF4G737.1116 €IF5, eIFSBg,37.1220und der E. CoIi-Met-tRNAiMEt-Synthetase aus
E. coli

Die rekombinante Herstellung und Reinigung von eE1A, elF4A, elF4B, elF47.1116
elF5, elF5Rg7.1020und derE. coli-Met-tRNAM-Synthetase orientierte sich an Pisagéal
(2007Db).

Die Anzucht, Induktion, Zellernte und der Zelladfiess derE. coli-Bakterien mit den
entsprechenden cDNAs der oben aufgefuhrten Prosiimdgte wie in Abschnitt 11.2.2.8.4
beschrieben. All&. coli-Bakterien wurden in Puffer H [20 mM Tris/HCI pH57,0,8 M KCl,
20 mM Imidazol; 10% (v/v) Glycerin; 1 mM PMSF; Pease Inhibitor (Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, complete, EDTA-free, Roche Diagjits GmbH, Mannheim, Deutschland)]
durch Ultraschall aufgeschlossen und fir 30 min 4#@000 rpm (L8-M Ultrazentrifuge,
SW45Ti-Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Dettaad) und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf eine 5ml Ni-NTA-Saule (HisTPApFF crude, GE Healthcare,
Munchen, Deutschland) gegeben, die mit Puffer Hldgwert war. Nach Beladung wurde die
Saule mit Puffer 1 [20 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mMQK 20 mM Imidazol; 10% (v/v)
Glycerin] gewaschen und die Proteine mit einem 2201500 mM Imidazol-Gradienten in
Puffer | eluiert. Im Anschluss wurden die Peak-fimien der Proteine durch SDS-PAGE
(vgl. 11.2.2.10) und Coomassie-Farbung (vgl. 11.221) identifiziert und 1:5 mit Puffer J
[20 MM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 mM EDTA; 10% (v/v) Glgcin; 1 mM DTT] verdinnt.
Fraktionen mit elF1A, elF4A, elF4BJF5 und deiE. coli-Met-tRNAY-Synthetase wurden
danach auf eine mit Puffer J + 50 mM KCI aquilibiee6 ml Resource Q-Saule (Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschlandadgsi und mit 25 ml eines 0,05-1 M
KCI-Gradienten in Puffer J eluiert. Fraktionen neitFl, elF4Gs7.1116 und elF5Bg7.1020
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wurden auf eine 5 ml Heparin-Saule (HiTFdpHeparin HP, GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland) geladen, die ebenfalls mit Puffer20+nM KCI aquilibriert war. Die Elution
erfolgte wiederum mit 25 ml eines 0,05-1 M KCI-Geden in Puffer J. Peak-Fraktionen
aller elFs und deE. coli-Met-tRNAY-Synthetase wurden durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10)
und Coomassie-Farbung (vgl. 11.2.2.11.1) iden@#iziund jeweils vereinigt. Anschliel3end
wurden diese mit einer Gelfiltrationssaule (HiLo&@/60 Superdex 75, GE Healthcare,
Munchen, Deutschland) umgepuffert, die mit Puffe{20 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM
KCIl; 1 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 10% (v/v) Glycerin] adgjibriert war. Die Peak-Fraktionen
wurden wiederum durch SDS-PAGE (vgl. 11.2.2.10) ur@bomassie-Farbung (vgl.
[1.2.2.11.1) identifiziert, vereinigt, aliquotietind bei -80°C aufbewabhrt.

Die Konzentrationsbestimmung aller rekombinant igggéen Proteine sowie von elF2 und
elF3 erfolgte durch eine Messung der Absorption286 nm (vgl. 11.2.2.9.2).

11.2.2.9  Konzentrationsbestimmung von Proteinen
[1.2.2.9.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradfod

Die Konzentrationsbestimmung von Proteingemischeiolgte mit der Methode nach
Bradford (1976) mit dem Bio-Rad Protein Assay KBig-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland) nach Angaben des Herstellees Prinzip beruht auf einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums des FarbsBdtsnassie-Brillant-Blau R-250 von
465 nm auf 595 nm nach Bindung an vorrangig basisehd aromatische Aminosaure-
seitenketten (Compton & Jones, 1985). Die Proteimkatration wurde mittels einer fur
bekannte BSA-Konzentrationen (New England Biolabso®, Frankfurt/Main, Deutschland)
aufgestellten Kalibriergeraden ermittelt.

11.2.2.9.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Gill &on Hippel

Nach Gill & von Hippel wird die Konzentration ein€soteins mit bekannter Aminosaure-
sequenz anhand der Absorption bei 280 nm bestin@it & von Hippel, 1989). Der
entsprechende Extinktionskoeffizieantsetzt sich aus der Anzahl im Molekil vorhandenen
Tryptophane, Tyrosine, Phenylalanine und Cystinesammen. Die Absorption der
rekombinant gereinigten Proteine wurde mit einenmekBpmeter der Firma JASCO
(JASCO V-550 UV/VIS SpectrophotometaBroR-Umstadt, Deutschland) und einer Kiivette
aus Quarzglas (HELLMA Prazisions-Kiivetten Quarzglas Suprasil, Hellma &néb Co.
KG, Millheim, Deutschland) gemessemd die Konzentration mit Hilfe des Lambert-
Beer'schen Gesetzes ermittelt.

11.2.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molelgdaichts erfolgte in der diskontinuier-
lichen SDS-PAGE (Laemmli, 1970), die anschlie3endccldl Coomassie-Farbung des SDS-
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PAA-Gels oder mittels eines Western-Blots und Ch@mneszenz detektiert wurden (vgl.
11.2.2.11.2).

Fur die Probenvorbereitung wurden die entsprecher@eteine mit SDS-Probenpuffer
[10 mM Tris/HCI pH 6,8; 20% (v/v) Glycerin; 6% (W\SDS; 5% (v/v)B-Mercaptoethanol;
0,01% (v/v) Bromphenolblau] versetzt und fir 5 nidai 95°C inkubiert. Die Trennung
erfolgte je nach GroRe der Proteine, in einem 108.012% SDS-PAA-Gel [375 mM
Tris/HCI pH 8,8; 0,4% (v/v) SDS; 10% bzw. 12% PAARdtiphorese Gel 30 37,5:1
Acrylamid/Bisacrylamid, Carl Roth GmbH + Co. KG, i&uhe, Deutschland); 0,15% (v/v)
TEMED; 0,04% (v/v) APS] bei konstanter Stromsta&® mA). Eine Vortrennung und
Konzentrierung der Proteine wurde durch ein 4% Salgeh [62,5 mM Tris/HCI pH 6,8;
0,2% (v/v) SDS; 0,2% (viv) TEMED; 4% (Rotiphorese elG 30 37,5:1
Acrylamid/Bisacrylamid, Carl Roth GmbH + Co. KG, #&auhe, Deutschland); 0,1% (v/v)
APS] erreicht. Die Identifizierung des Molekulargelts der rekombinanten Proteine
erfolgte mit dem Molekulargewichtsmarker PageRUlerPrestained Protein Ladder
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland).

11.2.2.11 Nachweis von Proteinen
[1.2.2.11.1 Coomassie-Farbung

Zur Detektion der Proteine nach der SDS-PAGE (Vgl.2.10) wurde das SDS-PAA-Gel fur
2 min mit Coomassie-Losung [50% (v/v) Methanol, 1084v) Essigsaure, 4 mg/ml

Coomassie-Brillant-Blau R-250] in der Mikrowelle rdh Erhitzen geféarbt. Die Entfernung
des unspezifisch gebundenen Farbstoffs erfolgtehduriederholtes Aufkochen des SDS-
PAA-Gels in der Mikrowelle mit 7% (v/v) Essigsadieg 2 min.

11.2.2.11.2 Western-Blot

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgteclkdueine Antikorper-Bindung. Daftr
wurden die Proteine durch eine SDS-PAGE aufgetrdmgt. 11.2.2.10) und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert (Western-Blot).

Das Whatmafi Filterpapier (Whatman GmbH, Dassel, Deutschlandy ulie Nitro-
cellulosemembran (Protr&nNitrocellulose Transfer Membran, Whatman GmbH, $@4s
Deutschland) wurden mit 1x Transferpuffer [48 mMsIHCI; 39 mM Glycin; 13 mM SDS;
20% (v/v) Methanol] versetzt und im Anschluss metrdSDS-Gel auf eine Apparatur (Semi
Dry Blotter Unit, Biostep GmbH, Jansdorf, Deutscidpa gelegt. Der Transfer der Proteine
aus dem SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran gtéofir 2 h bei 6 V und RT. Zum
Blockieren freier Bindestellen wurde die Membramdem Transfer in TN-Tween [20 mM
Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05% (v/v) Tween 20)it 5% (w/v) Milchpulver (Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland] fur Riiter Schiitteln bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran mit dem priméarenik®nper (vgl. Tab. 1I-6) nach

Angaben des Herstellers fur 2 h bei RT inkubieite Arimaren Antikdrper wurden mit einer
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Verdinnung von 1:2000 eingesetzt. Die Ausnahmestaldas anti-NS5A-Antiserum, das mit
einer Verdinnung von 1:10000 verwendet wurde. N&achVaschen der Membran mit TN-
Tween fur je 5 min bei RT erfolgte die Inkubatiorit dem entsprechenden sekundaren
Detektionsantikorper (vgl. Tab. 11-6) mit einer \dé&nnung von 1:7500 fir 2 h bei RT in TN-
Tween. Die sekundaren Antikorper sind mit dem EnzZyonseradish peroxidaséHRP)
gekoppelt. Zur indirekten Detektion der Proteinerdeudie Membran nach wiederholtem
Waschen (3x) mit den Substraten des Pierce ECL effe8llotting Kit (ThermoScientific,
Dreieich, Deutschland) fur 5 min bei RT inkubiddie ldentifizierung der Proteine erfolgte
anschlieRend durch Chemilumineszenz und durch gefleeines Films (CL-XPosuf&
Film, ThermoScientific, Dreieich, Deutschland) ierdunkelkammer.

Die quantitative Auswertung der Signale erfolgté dem Programm ImageQuant 5.0 Build
050 (Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA, USA).

11.2.2.11.3 Nachweis der Translationseffizienz von Reporter-RNA

Die Messung der Translationseffizienzen vonvitro-transkribiertenfirefly- und renilla-
Luciferase-Reporterkonstrukten (vgl. 11.2.1.14)oégfe mit dem Luciferase Assay System
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) in einem bomieter (Sirius, Titertek-Berthold,
Pforzheim, Deutschland) nach Angaben des Hersgeller

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitat von elekboprten Huh7- bzw. Hek293T-RE%-
Zellen (vgl. 11.1.4 und 11.2.1.17.2) wurden dieseegntet, anschlieRend gezahlt (Bright-Line
Hemacytometer, Hausser Scientific, Horsham, PA, JJ3& mit PBS (4°C) gewaschen (vgl.
[1.1.4) und in 50 pl Lyse-Puffer aufgenommen. Nach einkulationszeit von 2 min bei RT
erfolgte eine Zentrifugation fir 2 min bei 13000 Mikro 200R, Winkelrotor 24-fach,
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsuoid) und 4°C. Der Uberstand wurde
abgenommen und fur die Bestimmung der Luciferasgtiitt verwendet, die dann auf die
Zellzahl innerhalb eines Experiments normiert wurde

1.3 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders audggz 3x (n = 3) unabhangig voneinander
durchgefuhrt (biologische Replikate), Daten die Balkendiagrammen dargestellt sind
reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung&D).( Aufgrund grol3erer inter-
experimenteller Variabilitat wurde die Datennormigy so durchgefiihrt, dass die Werte der
Kontrolle und der zu untersuchenden Probe auf demt \dker Kontrolle bezogen wurden.
Durch dieses Verfahren konnte jedoch keine statisé Auswertung erfolgen, da die
Kontrollwerte (100% oder 1) keine Varianz zeigt®aten, die auf diese Weise generiert
wurden, sind ausschlieBlich mit der Standardabweigh dargestellt. Daten, die eine
statistische Auswertung erlaubten, wurden mit Sitidé Test auf Signifikanzen gepruft.
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11 Ergebnisse

.1 DDX3 fordert die IRES- und cap-abhangige Translatio

RNA-Protein-Interaktionsstudien zeigten, dass DDX3inbekannter Weise mit der 5’- und
3'UTR des HCV-Genoms interagiert (Hares al, 2006; Weinlichet al, 2009). Durch eine

siRNA-vermittelte DDX3-Depletion in Huh7-Zellen wde weiterhin indiziert, dass DDX3
die HCV-Replikation unterstitzt (Ariumet al, 2007; Randallet al, 2007). Aus diesen

Arbeiten ging jedoch nicht hervor, ob DDX3 direkt Replikationsprozess der HCV-RNA
oder einem anderen Schritt im Lebenszyklus diesesahpathogenen Virus involviert ist.
Daher war das erste Ziel dieser Arbeit die Zuorgnwon DDX3 zu einer Funktion im

Lebenszyklus des Hepatitis C Virus.

.1.1 siRNA-vermittelte Depletion von DDX3 im Cytoplasmareprimiert die HCV-
und EMCV-IRES-abhangige Translation eines bi-cistrmischen HCV-
Replikons

Eine potentielle Funktion von DDX3 im Lebenszykhless Hepatitis C Virus wurde mit dem
HCV-Replikonsystem untersucht. Es wurde in einersteer Ansatz eine Huh7-Zelllinie
generiert, die ein subgenomisches bi-cistronis¢th@¥-Replikon des Genotyps 2a (JFH1)
persistent enthielt (hier bezeichnet als Huh7/SGR4). Die in vitro-transkribierte bi-
cistronische Replikon-RNA wurde dazu durch Elektmgpion in die Huh7-Zelllinie
transfiziert. Die anschlielRende Selektion von Hidlelien, die das HCV-Replikon enthielten,
erfolgte durch die Zugabe des Antibiotikums G418rf€icin) zum Kulturmedium. In
Vorversuchen wurde die geringste Konzentration desibiotikums ermittelt, die zum
Absterben der Huh7-Zellen fuhrte. Nach Transfekties Replikons in Huh7-Zellen und der
Zugabe des Antibiotikums starben die Huh7-Zellemeolfunktionelles Replikon nach 2-4
Tagen, da diese keine Neomycin-Phosphotransfefraae Inaktivierung des Antibiotikums
G418 bildeten. Nach der Selektion der Replikonigait Zellen wurden alle erhaltenen Klone
der Kulturschale vereinigt und die Huh7/SGR-JFH1letefur die anschlieRenden Unter-
suchungen verwendet.

Das in dieser Arbeit verwendete subgenomische dtiesiische HCV-Replikon besteht aus
der HCV-5'UTR, die Uber die HCV-IRES die Translatider Neomycin-Phosphotransferase
[I-RNA fordert. Nachfolgend enthélt es die EMCV-3R, die mit der Translationsinitiation
an der EMCV-IRES eine effiziente Synthese der HOWhtstrukturproteine NS3-NS5B
ermoglicht. Diese sind fur die Replikation der segmischen RNA essentiell (Lohmaah
al., 1999). Am 3’Ende befindet sich die authentiscl@B'UTR (Abb. 11I-1).
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HCV-JFH1 bi-cistronisches Replikon

AC| Neo i}(ﬂmk} il NS3 NS4A | NS4B | NS5A NS5B MJ]

HCV-5'UTR EMCV-5'UTR HCV-3'UTR

Abb. 111-1: Bi-cistronisches HCV-Replikon. Schematische Darstellung des bi-cistronischen HEN13
Replikons (vgl. Abb. I-5).

Um eine potenzielle Funktion von DDX3 in der HCVHR-abhangigen Translation und dem
Replikationsprozess dieses Replikons zu untersyckerde die Zelllinie Huh7/SGR-JFH1
mit zwei unabhangigen siRNAs (siDDX3-1 und -2) sfziert, die zum Abbau der DDX3-
codierenden mRNA und somit zur Reduktion der Mewge DDX3 fuihren. Als Kontrolle
wurde eine siRNA (siGFP) verwendet, die keine kanmntare Zielsequenz fir mRNAs in
Huh7-Zellen besitzt. Deknock dowrvon DDX3 wurde 72 h nach Transfektion der siRNAs
mittels eines Western-Blots mit einem anti-DDX3-&etum analysiert. Es konnte eine
deutliche Reduktion der Menge an cytoplasmatiscBEX3 auf 15-25% der urspringlichen
Menge an endogenem DDX3 im Vergleich zur Kontra@dlzielt werden (Abb. 111-2 A).
Wichtig fur den weiteren Verlauf der Arbeit war ddeobachtung, dass die Reduktion der
Menge an DDX3 durch diese beiden siRNAs keinen l&ssf auf die Viabilitdt der Huh7-
Zellen hatte. Die Transfektion einer weiteren siR{$®DX3-3) gegen das DDX3-Transkript
resultierte zwar in einer starkeren Reduktion dBXXB-Menge, fuhrte aber zu einer deutlich
verringerten Wachstumsgeschwindigkeit dieser ZellanVergleich zur siGFP-Kontrolle
(Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde dR&# siDDX3-3 nicht weiter verwendet.

Die Quantifizierung der HCV-RNA-Menge zeigte, datis Depletion von DDX3 keinen
Einfluss auf die Replikation des persistent in delien enthaltenden bi-cistronischen HCV-
Replikons hatte. Dieses wurde an den unverandepugantitaten der HCV-RNA in den
DDX3-depletierten Huh7/SGR-JFH1-Zellen im Verglemlr siGFP-Kontrolle deutlich (Abb.
[lI-2 B). Interessanterweise konnte aber im Gegengar unveranderten Replikation bei
Depletion von DDX3 eine Verringerung der Translatsmwohl Gber die HCV-IRES als auch
uber die EMCV-IRES festgestellt werden. Gezeigt deudiese Reduktion der Translation
durch das verringerte Signal im Western-Blot fue dieomycin-Phosphotransferase II
(Translation vermittelt durch die HCV-IRES) und fiie NS-Proteine des HCV (reprasentiert
durch NS5A, Translation vermittelt durch die EMCRHS) in beiden DDX3-depletierten
Huh7-Zelllinien (ca. 37 % bzw. 46 % im Vergleichr Kontrolle, Abb. IlI-2 A).
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Abb. 11I-2: Depletion von DDX3 im Cytoplasma inhibiert die IRES-abhéngige Translation eines bi-
cistronischen HCV-Replikons. (A) Reprasentativer Western-Blot, der die Reduktieon DDX3, der
Neomycin-Phosphotransferase Il (Neo) und des Niclkturproteins NS5A im cytoplasmatischen Extrakt d
entsprechenden siRNA-transfizierten Huh7-Zellergzebie Vinculin-Menge diente als Ladekontrolle. 548
wird in Huh7-Zellen phosphoryliert und hyperphospftiert (Doppelbande im Western-Blot). Durch die
Depletion von DDX3 ist die Quantitéat beider Profeimen vermindert. (B) Quantifizierung der Replikatdes
bi-cistronischen HCV-Replikons mittels gRT-PCR talsl transfizierten Huh7-Zellen, die 72 h zuvort mivei
unabhéngigen siRNAs (siDDX3-1, siDDX3-2) und demioll-siRNA (siGFP) transfiziert wurden (jeweilgey
Experimente).

Diese Daten zeigten einen negativen Einfluss dexX®Depletion auf die HCV- und EMCV-
IRES-abhangige Translation. Dagegen war die HCVHRamn nicht betroffen. Letzteres
Ergebnis war zunachst tberraschend, weil die Sgatder viralen Proteine eine wesentliche
Voraussetzung fur die virale Replikation ist. Psiesit transfizierte Replikons akkumulieren
aber bekanntermaRen einen Uberschuss an NS-Proteiden Zellen (Quinkest al, 2005).
Die Tatsache, dass die HCV-RNA-Replikation unvegihdblieb, wurde dementsprechend
und auch im Hinblick auf die nachfolgend beschndmeErgebnisse so interpretiert, dass die
Menge an viralen Proteinen in der Zelle trotz vewherter Translation tber die EMCV-IRES
dennoch ausreichend fir eine unverminderte HCV-Ragdbn war. Einen wichtigen Aspekt
stellte die Menge von Vinculin dar, die von der DBRepletion nicht beeinflusst war.
Vinculin wird generell als Ladekontrolle fur WesteBlots und auch als Standard bei
Experimenten mit variierender Translation verwend®tr Grund liegt in der sehr hohen

Proteinstabilitdt von Vinculin (Halbwertszeit20 h; Lee & Otto, 1996).

.1.2 Depletion von DDX3 vermindert die Translation und Replikation eines
mono-cistronischen HCV-Replikons

Ariumi et al (2007) und Randalet al (2007) hatten bereits gezeigt, dass in DDX3-
depletierten Huh7-Zellen die Replikation eines stéblhdigen HCV-Genoms sehr stark
reduziert war, wahrend ahnlich zur oben dargestellSituation, der Effekt auf die
Replikation eines persistent transfizierten birostschen HCV-Replikons deutlich weniger
ausgepragt war. In Analogie zu einem Infektionsexpent mit einer komplett genomischen
HCV-RNA wurde daher in einem zweiten Ansatz ein maistronisches HCV-Replikon
transient in DDX3-depletierte Huh7-Zellen transgiziund der Effekt delsnock dowrauf die
Translation und Replikation untersucht.
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Das mono-cistronische HCV-Replikon &hnelt der gesohen HCV-RNA mit der
Ausnahme, dass die codierenden Bereiche fur dikidtproteine sowie das Protein p7 und
NS2 deletiert sind. Fur die exakte ProzessierursggyNiderminus des viralen Proteins NS3
wurde die Ubiquitin-codierende Sequenz (ubi) vos 8&nde der genetischen Einheit von
NS3 kloniert. Die Prozessierung erfolgte somit #durzellulare Ubiquitin-Carboxyl-
Hydrolasen. Die Translation und Replikation wirddiesem Replikon ausschlief3lich Gber die
HCV-5- und -3'UTR vermittelt (Abb. I1I-3).

HCV-JFH1 mono-cistronisches Replikon

AC| ubi NS3 NS4A| NS4B| NS5A NS5B M

HCV-5'UTR HCV-3'UTR

Abb. 11I-3: Mono-cistronisches HCV-Replikon. Schematische Darstellung des mono-cistronischen -HCV
JFH1-Replikons (vgl. Abb. I-5).

72 h nach Transfektion der DDX3-siRNAs in die Hubdllen wurde diein vitro-
transkribierte mono-cistronische HCV-RNA in die DBxXepletierten Zellen transfiziert.
48 h nach der Transfektion des Replikons wurdem ahe Mengen an HCV-NS5A mittels
eines Western-Blot und die Mengen der HCV-RNA nsttgRT-PCR bestimmt. Der
Western-Blot in Abb. IlI-4 A zeigt analog zu dergEbnissen mit dem bi-cistronischen HCV-
Replikon der persistent transfizierten Huh7-Zeidinvgl. Abb. 1lI-2 A), ebenfalls eine
Reduktion der NS5A-Menge. Im Gegensatz zu den Eigebn mit der bi-cistronischen
Replikon-Zelllinie (vgl. Abschnitt 111.1.1) wurdeefloch eine starke Reduktion der HCV-
Replikation auf 44% bzw. 19% im Vergleich zur siGKkéntrolle beobachtet (Abb. 1lI-4 B).
Diese Daten mit dem transient transfizierten HC\plkensystem zeigten, dass die
Reduktion der Menge der viralen Nichtstrukturpnogein den DDX3-depletierten Zellen
(repréasentiert durch NS5A) auch mit einer verribger Replikation der viralen RNA
einhergingen.
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Abb. 11l-4: Depletion von DDX3 inhibiert die Translation und Replikation eines mono-cistronischen
HCV-Replikons. (A) Reprasentativer Western-Blot von Vinculin, DDX#hd NS5A im cytoplasmatischen
Extrakt von Huh7-Zellen, die mit den entsprechensi@NAs (siGFP, siDDX3-1, siDDX3-2) und 72 h spéter
mit dem mono-cistronischen HCV-Replikon transfizieurden. 48 h nach Transfektion des Replikonslgido
die Western-Blot-Analyse der gekennzeichneten Rrete(B) Replikation des mono-cistronischen HCV-
Replikons in Huh7-Zellen, die mit den gekennzeitanesiRNAs transfiziert wurden. Die Quantifizierudgr
viralen HCV-RNA erfolgte 48 h nach Transfektion deeplikons mittels gRT-PCR von vier unabhangigen
Experimenten.

Um das Experiment dahingehend abzusichern, dasgeigtibare RNA-Quantitaten des
mono-cistronischen HCV-Replikons in die siGFP-Kofizellen und DDX3-depletierten
Huh7-Zellen transfiziert wurden, erfolgte die Bestiung der relativen Menge der HCV-
RNA direkt nach der Transfektion des Replikons. iDazirden die Huh7-Zellen sofort nach
der Transfektion geerntet und die RNA-Menge des HRBplikons mittels gRT-PCR
analysiert. Dieses Kontrollexperiment zeigte, desslie siRNA-behandelten Huh7-Zellen
(siGFP, siDDX3-1, siDDX3-2) jeweils die gleichen RNMengen des mono-cistronischen
Replikons transfiziert wurden (Abb. 1lI-5). Die Rddion der HCV-RNA-Menge resultiert
somit nicht aus einer geringeren Transfektionsidés HCV-Replikons in die DDX3-
depletierten Huh7-Zellen.
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140 -
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HCV-RNA-Menge [%]

Abb. 11I-5: Transfektionskontrolle des mono-cistronischen HCV-Replikons in DDX3-depletierte Zellen.
Die Huh7-Zellen wurden mit den entsprechenden siRKBAGFP, siDDX3-1, siDDX3-2) transfiziert und nach
72 h mit dem mono-cistronischen HCV-Replikon reasfiziert. Die Huh7-Zellen wurden direkt nach der
Elektroporation geerntet und die Menge an trarsfier HCV-RNA mittels gRT-PCR von jeweils vier
Experimenten bestimmt.
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Die in diesem Experiment erhaltenen Daten beséitigie zuvor von Ariumet al (2007)
und Randallet al (2007) publizierten Ergebnisse. Zudem zeigten Daen deutliche
Unterschiede in den Auswirkungen der DDX3-Depletauri die Replikation eines transient
und eines persistent transfizierten HCV-RNA-Replikqvgl. Abb. IlI-2). Das konnte wie
bereits in Abschnitt 111.1.1 aufgefihrt damit zugbénden sein, dass zu dem Zeitpunkt der
siRNA-vermittelten Depletion von DDX3 in der Zefle Huh7-SGR-JFH1 bereits ein
Uberschuss an NS-Proteinen vorlag. Auch wenn digderschuss im Verlauf der DDX3-
Depletion auf 40% reduziert wurde, ist zu vermutéass der verbleibende Anteil an NS-
Proteinen ausreichte, um die Replikation der virdRNA auf einem konstanten Niveau zu
halten. Im Falle der Transfektion des mono-cissonen HCV-Replikons lagen in den
DDX3-depletierten Zellen jedoch noch keine NS-Hratevor, da diese erst durch die IRES-
vermittelte Translation gebildet werden musstemeEReduktion der Translation hatte in
diesem Falle einen deutlich gravierenden negatisféekt auf die virale Replikation. In der
Summe indizieren diese Daten eine wichtige Rolle D®X3 in der HCV-IRES-vermittelten,
aber auch in der EMCV-IRES-vermittelten Translation

1.1.3 DDX3 unterstitzt generell die Translation

Die in Abschnitt 11l.1.1 dargestellten Ergebnissaizierten, dass DDX3 die HCV- und
EMCV-IRES-abhangige Translation fordert. Um diesesiter zu spezifizieren, wurden
Luciferase-Reporterkonstrukte generiert, die die VVBJUTR bzw. die EMCV-5'UTR
enthielten. Um zudem eine potenzielle Funktion \@IDX3 in der RNA-Zirkularisierung
wahrend der Translationsinitiation zu untersuchamrden analoge Konstrukte generiert, die
die HCV-3'UTR bzw. einen poly(A)-Bereich enthieltéibb. 111-6 A und B).

Die Luciferase-Reporter-RNAs wurden in DDX3-demee Huh7-Zellen elektroporiert, die
72 h zuvor mit den siRNAs siGFP bzw. siDDX3-1/2nsfiziert wurden. 1 h nach der
Transfektion erfolgte die Bestimmung der Lucifeedd®itat im Zelllysat. Das Ergebnis
dieser Experimente zeigte, dass die Translatiozsaiz der HCV- und EMCV-Luciferase-
Reporterkonstrukte in den DDX3-depletierten Zeliem Vergleich zur siGFP-Kontrolle
(100%) auf 30-60% reduziert war (Abb. 1lI-6 C und. Eine Ausnahme bildete das HCV-
Konstrukt ohne 3'UTR. Die Translation dieser RNArwanerell sehr gering im Vergleich zu
den anderen verwendeten Luciferase-RNAs. Im Zebl&ktder Huh7-Zellen, die mit der
siRNA siDDX3-1 transfiziert wurden, konnte eine Rktion der Translation auf ca. 80%
bestimmt werden (Abb. 111-6 C).

Um nachzuweisen, dass die Reduktion der TranslatemHCV- und EMCV-Luciferase-
Reporter-RNAs nicht auf eine verringerte RNA-Mender Reporterkonstrukte zurtickzu-
fuhren war, wurde die Quantitat der Luciferase-Regkonstrukte in den GFP- und DDX3-
siRNA-behandelten Zellen bestimmt. Dazu wurde pelraiur Messung der Luciferase-
aktivitat die Gesamt-RNA prapariert und die relatMenge an Luciferase-RNA mittels gRT-
PCR 1 h nach Transfektion der Reporterkonstrukmeitesit. Aus Abb. IlI-6 E und F geht
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hervor, dass bezogen auf die siGFP-Kontrolle vesigbare RNA-Mengen an Reporter-
konstrukten in den DDX3-depletierten Zellen vorlage
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= AC| Luc Jﬂfﬁéﬂ[ B Luc |-poly(A)
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Abb. 111-6: Depletion von DDX3 inhibiert die Transl ation von HCV- und EMCV-Reporter-RNAs. (A, B)
Schematische Darstellung der (A) HCV- und (B) EMCu¥tiferasekonstrukte. Die UTRs sind als Linien
gezeichnet und zeigen die vorgeschlagene RNA-Sekatrdktur sowie den codierenden Bereich der Lia#fe
als KastenAC: codierender Sequenzbereich des HCV-Core-Protaééndie effiziente Translation an der HCV-
IRES ermdglicht. (C, D) Luciferaseaktivitatsteste C) HCV- und (D) EMCV-Luciferase-RNAs wurdendie
Huh7-Zellen 72 h nach Transfektion der entsprechergiRNASs (SiGFP, siDDX3-1, siDDX3-2) transfizietth
nach Transfektion wurde die Luciferaseaktivitatden Huh7-Zellextrakten bestimmt und im Kontrollekir
(SiGFP) auf 100% festgelegt. (E, F) RNA-Menge d€y KICV- und (F) EMCV-Luciferasekonstrukte in den
Kontrollzellen (siGFP, 100%) und in DDX3-depletemt Huh7-Zellen (siDDX3-1, siDDX3-2). Die Gesamt-
RNA wurde 1 h nach Transfektion der Luciferase-ReggeRNAs aus Huh7-Zellen isoliert und die Menge an
Reporter-RNA mittels gqRT-PCR bestimmt. Fehlerbalkeprasentieren Standardabweichungen von vier
unabhéngigen Experimenten.
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Nachdem deutlich geworden war, dass eine Vermimdemer intrazellularen Menge an
DDX3 auch in diesen Luciferase-Reporterexperimerganeiner verringerten HCV- und
EMCV-IRES-vermittelten Translation fuhrt, war eschiig zu Uberprifen, ob sich ein
ahnlicher Effekt auch bei mRNAs feststellen lie@, denen die Translationsinitiation tber ein
5'cap und einemscanningProzess erfolgte. Zu diesem Zweck wurden 5’cap-iRN
Luciferasekonstrukte untersucht. Diese wurden mmidl whne einen poly(A)-Bereich am
3’Ende hergestellt [5’cap-Luc-poly(A)-, 5’cap-Lucelstrukt] und enthielten eine un-
strukturierte 5’UTR. Daher wurde zur Untersuchuaolg,es Unterschiede zwischen mRNAs
mit strukturierten bzw. nicht strukturierten 5’'UTR#bt, zusatzlich ein Luciferase-Reporter-
konstrukt des West Nil Virus (WNV-5'UTR-Luc-3'UTR)erwendet. Die WNV-RNA enthalt
ebenfalls eine 5’cap-Struktur, zudem aber auch leameplex strukturierte 5’UTR (Abb. 11I-7
A und B). Die Ergebnisse des Luciferaseaktivit@tstezeigten, dass die Translation aller
5’'cap-Luciferase-Reporterkonstrukte in den DDX34dgprten Huh7-Zellen auf 40-60% im
Vergleich zur siGFP-Kontrolle (100%) reduziert wéAbb. 11I-7 C und D). Durch
Bestimmung der Mengen der Reporter-RNAs wurde abiged, dass in den siDDX3- und
SsiGFP-behandelten Huh7-Zellen die gleichen RNA-Mgngnthalten waren. Aus Abb. IlI-7
E und F geht hervor, dass die Reduktion der Translaomit nicht auf eine veranderte RNA-
Menge in den DDX3-depletierten Huh7-Zellen zuridkibwen war.
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Abb. 111-7: Depletion von DDX3 inhibiert die 5’cap-abhédngige Translation. (A, B) Schematische
Darstellung der (A) 5'cap-mRNA- und (B) 5’cap-WNMitiferasekonstrukte. Die UTRs sind als Linien
gezeichnet und reprasentieren die vorgeschlagene &MNundarstruktur, der codierende Bereich derfevase

als Kasten. C’: Fragment des codierenden Bereielss\WNV-Capsidproteins. E: Fragment des codierenden
Bereichs des WNV-Hullproteins. Die WNV-3'UTR wirdindurch einestem-loopam 3’'Ende représentiert. (C,
D) Luciferaseaktivitatstest. Die Bestimmung der nB&lationseffizienz der (C) 5'cap-mRNA- und (D) WNV-
Luciferase-RNAs wurde wie in Abb. IlI-6 beschriebdurchgefihrt. (E, F) RNA-Menge der (E) 5'cap- (R
WNV-Luciferase-Reporterkonstrukte in den Kontrollzee (siGFP, 100%) und in DDX3-depletierten Huh7-
Zellen. Fehlerbalken repréasentieren Standardabwegdn von vier unabhéngigen Experimenten.

Da die DDX3-Depletion keinen Einfluss auf die Zabilitat und die RNA-Menge der
Luciferasekonstrukte hatte, konnte anhand diesgelifisse geschlussfolgert werden, dass
DDX3 eine generell fordernde Funktion in der Tratieh besitzt. Zum einen unterstitzt
DDX3 die HCV- und EMCV-IRES-abhéangige Translatiahe keinenscanningProzess in
der Translation zur Ausbildung des 48S-Initiaticosiplexes auf dem AUG-Startcodon

aufweisen (Kaminskiet al, 1990; Hondaet al, 1996). Zum anderen waren keine
Unterschiede bei Verwendung einer strukturiertenv.bmicht strukturierten 5’cap-UTR
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nachweisbar. Entsprechend kann eine Funktion voixX®Dn 5’cap-abhéngigescanning
Prozess ausgeschlossen werden. Ein weiteres Esgeimser Experimente war, dass die
Funktion von DDX3 in der Translation unabhangig \aer Prasenz eines poly(A)-Bereichs
(im Falle der 5’cap- und EMCV-IRES-abhéngigen Ttatien) bzw. auch unabhangig von
der Prasenz einer authentischen HCV-3'UTR (im Fatller HCV-IRES-abh&ngigen
Translation) war. Wie in Abb. 111-6 und Abb. IlI-Zu sehen, konnte mit allen entsprechenden
Reporter-RNAs eine Reduktion der Translation beaieei DDX3-Depletion festgestellt
werden. Daher kann auch eine Funktion von DDX3 imAFZirkularisierungsprozess
ausgeschlossen werden. DDX3 ist somit auch keirtoFakler die Translation Utber das
3’Ende einer RNA stimuliert.

Bisher gab es keine Anhaltspunkte wie DDX3 den Slaionsprozess fordert. Dies sollte im
Folgenden untersucht werden.

.2 DDX3 interagiert mit Translations-Initiationskomple xen

Die oben aufgefiihrten Experimerder DDX3-Depletion zeigten jeweils eine Reduktion der
Translation sowohl von 5’cap- als auch von IRESipah Reporter-RNAs (vgl. Abschnitt
[11.1.3). Um zu untersuchen, ob es sich dabei uneridirekten Effekt von DDX3 auf die
Translation handelt, wurde zunéchst analysiert DEIX3 mit der Translationsmaschinerie
interagiert. In mehreren Arbeiten wurde bereitediiv-Prazipitation von elF2, elF3, elF4A,
elF4E und PABPC mit DDX3 beobachtet (Leti al, 2008; Leeet al, 2008; Shihet al,
2008).

.2.1 DDXa3 ist kein Bestandteil von Polysomen

Um zu untersuchen, ob DDX3 mit Komplexen der Tratshsinitiation oder der
Translationselongation interagiert, wurde zuersteePolysomen-Gradientenzentrifugation
von Huh7-Zellextrakten durchgefuhrt.

Dazu wurde ein cytoplasmatischer Huh7-S10-ExtraktAnwesenheit des Translations-
Elongationsinhibitors Cycloheximid prapariert. Qyleéximid inhibiert die Peptidyltrans-
feraseaktivitat der 60S-Untereinheit und blockiexmit die weitere Elongation und
Proteinsynthese des 80S-Ribosoms. Die 80S-Ribosatissoziieren dabei nicht durch die
Zugabe von Cycloheximid von der RNA ab, sondermweden auf dieser, so dass in dem so
behandelten S10-Extrakt ,freie*, RNA-ungebundeneS-Bdbosomen, einzelne 80S-
Ribosomen auf einer RNA (Monosomen) und mehr als Ribosom auf einer RNA
(Polysomen) vorzufinden sind. Die 80S-Ribosomen Ralysomen wurden in einem 15-45%
linearen Saccharose-Gradienten aufgetrennt unchdrine Absorptionsmessung bei 260 nm
der ribosomalen RNA bzw. mittels eines Western®lohit Antikorpern gegen die
ribosomalen Proteine rpS3 (40S-Untereinheit) un@@o(60S-Untereinheit) identifiziert. Das
Absorptionsprofil bei 260 nm in Abb. [lI-8 A und deVNestern-Blot in Abb. IlI-8 B

56



ERGEBNISSE

lokalisierten die 80S-Ribosomen in den Fraktionemnd 5, wahrend die Polysomen in die
Fraktionen 6-16 sedimentierten. Der Western-Blaih zNachweis von DDX3 zeigte kein

Protein in den Polysomenfraktionen. Der grof3te Veirl DDX3 sedimentierte in die gering
konzentrierten Saccharose-Fraktionen 1 und 2. Eimér Anteil von DDX3 liel3 sich jedoch

auch in den Fraktionen 4 und 5 nachweisen, in deher80S-Ribosomen sedimentierten
(Abb. 111-8 B).
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Abb. I1I-8: DDX3 co-sedimentiert mit 80S-Ribosomen.Huh7-S10-Extrakt wurde in Anwesenheit von 2 mM
Cycloheximid prapariert und in einem 15-45% linea®accharose-Gradienten in Anwesenheit von 0,4 mM
Cycloheximid aufgetrennt. (A) Auftragung der Abstiop bei 260 nm jeder Fraktion des Gradienten. Die
monosomalen 80S- und die polysomalen Fraktioneth gakennzeichnet. (B) Identifizierung der fraktienén
Proteine DDXS3, rpL26 und rpS3 mittels eines Westlats mit spezifischen Antikérpern.

Aus diesen Daten ging hervor, dass DDX3 nicht reit €olysomen assoziiert war, d.h. es
interagierte nicht mit 80S-Ribosomen, die aktiveeiRNA translatierten. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass DDX3 nicht im Eloiegat und wahrscheinlich auch nicht im
Terminationsprozess einer Translationsreaktion lined ist. Die Sedimentation bei
niedrigen Sedimentationswerten und die geringfugigeSedimentation mit 80S-Ribosomen
deuten eher darauf hin, dass DDX3 eine funktion&tmponente in der Translations-
initiation sein konnte. Da in einem prapariertetopjasmatischen S10-Extrakt auch ,freie”,
RNA-ungebundene 80S-Ribosomen enthalten sind (Coepal, 1976; Otto & Puglisi,

2004), ware auch eine Funktion im Ribosomen-Rexggpliozess denkbar.
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[.2.2 DDX3 co-sedimentiert anteilig mit der ribosomalen 8S-Untereinheit

Die Polysomenanalyse von DDX3 aus Abschnitt llliadizierte eine potentielle Assoziation
mit monosomalen 80S-Ribosomen. Um zu untersuchbnPDBX3 mit einer der beiden
Untereinheiten des 80S-Ribosoms interagiert, wudidese in die ribosomalen Untereinheiten
getrennt und auf eine Co-Sedimentation mit DDX3 lymiert. Die Interaktion der
ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheiten istMaphangig (Chao, 1957). Eine Dissoziation
der 80S-Ribosomen in deren Untereinheiten kanrdiéblgnittels eines Komplexbildners fur
zweiwertige Kationen, wie z.B. EDTA, erreicht wendeDer cytoplasmatische Huh7-S10-
Extrakt wurde entsprechend mit EDTA versetzt uredrdbosomalen Untereinheiten in einem
5-25% linearen Saccharose-Gradienten aufgetreniet. LDkalisation der 40S- und 60S-
Untereinheiten erfolgte durch die Messung der Meagaibosomaler RNA (Abb. 111-9 A)
und mittels eines Western-Blots der einzelnen @radnfraktionen auf die Prdsenz von
DDX3, rpS3 (Komponente der 40S-Untereinheit) unB6e(Abb. I11I-9 B). elF6 ist ein
Proteinfaktor, der u.a. mit der 60S-Untereinhegoagert und die Assemblierung der 80S-
Ribosomen unterbindet (Ceet al, 2003). Die Messung der Absorption bei 260 nm lerga
drei RNA-Peaks in den Fraktionen 1/2, 9/10 und 34(Abb. IlI-9 A). Die grol3e RNA-
Menge in den Fraktionen 1 und 2 mit der gering§&aocharose-Konzentration indizierte freie
RNAs oder mRNP-Komplexe. Das mittels eines WesRBiats identifizierte Sedimentations-
profil des rpS3-Proteins zeigte (Abb. I1I-9 B), datie ribosomalen 40S-Untereinheiten in die
Fraktionen 9 und 10 sedimentierten. In die Fraldiof4 und 15 hingegen sedimentierten die
ribosomalen 60S-Untereinheiten (reprasentiert duteh groReren Anteil an elF6). Grol3e
Mengen an DDX3 und elF6 sedimentierten in die gerkonzentrierten Saccharose-
Fraktionen 1-6. Interessanterweise co-sedimentantgewisser Teil von DDX3 mit der 40S-
Untereinheit in die Fraktionen 9 und 10, wahrentkeCo-Sedimentation des Proteins mit der
60S-Untereinheit nicht nachgewiesen werden korle.(111-9 B).
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Abb. 111-9: DDX3 co-sedimentiert mit der ribosomalen 40S-Untereinheit.Der Huh7-S10-Extrakt wurde mit
25 mM EDTA versetzt und in einem 5-25% linearencBacose-Gradienten fraktioniert. (A) @QipMessung der
ribosomalen RNA-Menge, die gegen die Gradientetifstakn aufgetragen wurde. Die Sedimentation der
ribosomalen Untereinheiten in die entsprechendektlemen ist durch 40S und 60S gekennzeichnet. (B)
Nachweis von DDX3, rpS3 und elF6 mittels eines \&esBlots. Es ist anzumerken, dass es in Huh7-S10-
Extrakten, die mit EDTA versetzt wurden, zu eineflvieisen Degradation der 40S-Untereinheiten kam
(Fraktionen 4-7, Vergleich mit nicht-EDTA-behanaeltExtrakten in Abb. 111-13).

Diese Daten bestétigten die erzielten Ergebnissedau Polysomenanalyse von DDX3 und

deuten auf eine Interaktion von DDX3 mit der ribmsden 40S-Untereinheit hin.

1.2.3 DDX3 interagiert mit Translations-Initiationsfaktor en und der ribosomalen
40S-Untereinheit

Um die Beobachtungen aus Abschnitt 111.2.1 und2I8. weiter zu spezifizieren, wurden
Immunpréazipitationen (IPs) mit einem anti-DDX3-Asdrum aus Translations-kompetenten
Huh7-S10-Extrakten durchgefuhrt. Das Prazipitatdeudurch eine SDS-PAGE aufgetrennt,
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und autkdDDX3 co-prazipitierte Translations-
faktoren analysiert.

So konnte zunachst eine spezifische Co-Prazipitaties Faktors elF3 mit DDXS3
nachgewiesen werden (Abb. 1lI-10 A, Spur 2), washére Daten von Leet al (2008)
bestétigte. Darlber hinaus co-préazipitierte elF8 das ribosomale Protein rpS6, ebenfalls
eine Komponente der ribosomalen 40S-Untereinheit, D0®DX3 (Abb. 111-10 A, Spur 2).
Auffallend war, dass die Co-Prazipitation von elE®&5 und rpS6 mit DDX3 unabhangig
davon zu beobachten war, ob die IPs in Ab- oder ésemheit von RNase A durchgefihrt
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wurden (Abb. 11I-10 A, Spur 3). Dieses deutete aufe RNA-unabhangige Interaktion von
DDX3 mit diesen Faktoren hin. Im Gegensatz dazunt®rzwar eine Co-Prazipitation der
Proteine IGF2BP1/2 mit DDX3 beobachtet werden,rdifeys war diese Co-Prézipitation in
Anwesenheit von RNase A nicht mehr festzustellebb(Alll-10 A, Spuren 2 und 3). Das
Protein IGF2BP1 wurde als 5'- und 3'UTR-bindendestéin des HCV in Weinlictet al
(2009) beschrieben und interagiert RNA-abhangig unbekannter Weise mit dem
Translations-Initiationsfaktor elF3 und dem Protga$3 der ribosomalen 40S-Untereinheit.
Keiner der genannten mit DDX3 co-prazipitierten téaén wurde mit der Kontroll-IP
angereichert, in der ein Praimmunserum verwendedev(Abb. I1I-10 A, Spuren 4 und 5).

Wie in der Einleitung aufgezeigt, sind die FaktoedR3, elF5 sowie rpS6 im 43S-PIC und
48S-Initiationskomplex assembliert (siehe Abb. .I-Um die potenzielle Interaktion von
DDX3 mit diesen Komplexen weiter zu untersuchenyrdeueine reverse IP durchgefiuhrt.
Dazu wurden Expressionsplasmide, die fir Variantem elF1, elF5 und elF5B mit einem
Flagtag codierten, in Hek293-Zellen transient transfiziand die hergestellten Proteine
anschlieBend mit einem anti-Flag-Antikorper aus d2elllextrakt prazipitiert. elF1 ist
ebenfalls eine Komponente des 43S-PIC, wahrendhd&tionsfaktor elF5B die Assemblie-
rung des 80S-Ribosoms, ausgehend vom 48S-Initektmnplex katalysiert (Pestowa al,
2000). Der Western-Blot in Abb. 111-10 B (Spuren&},6 und 7) zeigt eine spezifische Co-
Préazipitation von DDX3 mit elF1 und elF5 (Abb. IIB B, Spuren 2 und 3). Als Kontrolle
wurden Extrakte von Hek293-Zellen eingesetzt, die @mem Kontrollplasmid transfiziert
wurden, das keinnsert enthalt. Da die entsprechenden Co-Prazipitatiorsan DDX3 mit
elF1 und elF5 wiederum in Anwesenheit von RNaseeAblachtet werden konnten (Abb.
[11-10 B, Spuren 5 und 7), deutete dieses Ergeauafdirekte oder indirekte Protein-Protein-
Interaktionen von DDX3 mit den entsprechenden Tedims-Initiationsfaktoren hin. Eine
Co-Prazipitation von DDX3 mit elF5B konnte nichtchgewiesen werden (Abb. 111-10 B,
Spuren 8 und 9).
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Abb. 11I-10: DDX3 interagiert mit der Translationsm aschinerie. (A) Immunprézipitation von endogenem
DDX3 aus einem Huh7-S10-Extrakt mit einem anti-DBX&tiserum in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von
RNase A (Spuren 2 und 3). Kontroll-IPs wurden riieen Praimmunserum (Spuren 4 und 5) durchgefiiliet. D
gekennzeichneten Proteine im Input (Spur 1) und ptéaipitierten Proben wurden durch SDS-PAGE nsttel
eines anschlielenden Western-Blots durch spezfigstiikorper identifiziert. (B) Hek293-Zellen wundezur
Herstellung von Flag-elF1, Flag-elF5 und Flag-elRFBB den entsprechenden Expressionsplasmiden éransi
transfiziert. 36 h nach Transfektion wurden die lnmprazipitationen aus Gesamt-Zellextrakt mit einemi-
Flag-Antikérper in Ab- (-) und Anwesenheit (+) vé&®Nase A durchgefihrt. Co-prazipitiertes DDX3 wurde
durch ein spezifisches anti-DDX3-Antiserum detakt{&puren 2-9), wahrend Flag-elF1, Flag-elF5 utay+
elF5B mit einem anti-Flag-Antikorper identifizierturden. Kontroll-IPs mit dem anti-Flag-Antikérpensadem
Extrakt von Hek293-Zellen, die mit einem Plasmishemmserttransient transfiziert wurden, dienten als Negativ
kontrolle (Spuren 2 und 3). Die Input-Spur repréiseneine Menge von 10% des eingesetzten Huh7-S10-
Extrakts, der fur die IP-Experimente verwendet veurd

Abschlie3end wurde untersucht, ob unter diesenr@geaigen auch mRNAs und die HCV-
RNA mit DDX3 co-préazipitierten. Fir dieses Expermhevurde ein cytoplasmatischer S10-
Extrakt von Huh7-Zellen verwendet, die 48 h zuvat einem mono-cistronischen HCV-
Replikon (vgl. Abb. 11I-3) transient transfiziertusden. Die IPs wurden mit dem Antiserum
gegen DDX3 durchgefihrt und das Prazipitat aufRiisenz verschiedener mRNAs und der
mono-cistronischen HCV-Replikon-RNA analysiert. \d@r Extraktion der RNAs wurde das
DDX3-Prazipitat mit einer definierte Menge an 5’dapc-poly(A)-RNA versetzt, die als
Extraktionskontrolle diente und auf die die relativTranskriptmengen normiert wurden.
Mittels gRT-PCR konnte festgestellt werden, dassviengleich zur Kontrolle, die mit dem
Praimmunserum durchgeftihrt wurde, die HCV-RNA ums d&-fache im DDX3-Prazipitat
angereichert vorlag (Abb. 111-11). Auf3erdem wurddie GAPDH- und HSP70-mRNAs
(enthalten jeweils komplex strukturierte SUTRs)ws® die rpS13-mRNA (enthélt eine
unstrukturierte 5’UTR) um das 5-, 9- bzw. 3,5-faameVergleich zur Kontrolle verstarkt co-
préazipitiert (Abb. 11I-11).
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Abb. 11I-11: DDX3 co-prazipitiert mit mMRNAs und der HCV-RNA. Immunprézipitation von endogenem
DDX3 mit einem anti-DDX3-Antiserum aus einem S104Bkt von Huh7-Zellen, die 48 h zuvor mit dem
mono-cistronischen HCV-Replikon transient transfiziwurden. Co-Prazipitierte RNAs wurden prapariert
mittels gRT-PCR analysiert. Die TranskriptmengenRBAs (HCV, GAPDH, HSP70, rpS13) wurden auf eine
definierte Menge an Luciferase-RNA normiert, die der Extraktion der prazipitierten RNAs dem Pré#aip
zugegeben wurde (Extraktionskontrolle). Das Balkegihmm zeigt die Unterschiede der gemessenen RNA-
Menge der entsprechenden RNAs im Vergleich zu dfmatroll-IP, die mit dem Praimmunserum durchgefiihr
wurde (n-fache Anreicherung).

Zusammenfassend unterstitzen diese Ergebnissehége,Tdass DDX3 mit dem 43S-PIC
Uber Protein-Protein-Interaktionen assoziiert. @e-Prazipitation von mRNAs und der
HCV-RNA deuten zudem auch auf eine Interaktion @IDX3 mit dem 48S-Initiations-

komplex hin.

[.2.4 DDX3 interagiert direkt mit elF3 und der ribosomalen 40S-Untereinheit

Die Analyse der ribosomalen 40S- und 60S-Unterdéi@eheaus Abschnitt [11.2.2 indizierte
eine Co-Sedimentation eines gewissen Anteils voiX®bit der 40S-Untereinheit. Die IP-
Experimente zeigten zudem eine RNA-unabhangigerdkten des Proteins mit der 40S-
Untereinheit sowie RNA-unabhéangige Assoziationen ehiFl, elF3 und elF5 (vgl. Abb.
[11-10). Aus diesen Beobachtungen ging jedoch nlarivor, ob DDX3 mit diesen Faktoren
direkt oder indirekt interagierte.

Die Initiation der Translation an der HCV-IRES z#wusbildung des 48S-Initiations-

komplexes bendtigt ausschlie3lich den 43S-PIC @wastt al, 1998b). Initiationsfaktoren

wie der elF4F-Komplex und elF4B, die bei der 5'@ghéngigen Translationsinitiation
gebraucht werden, sind dagegen nicht essentidll Alagchnitte 1.1 und 1.2). Die Ergebnisse
der Luciferase-Reporterexperimente zeigten, dassHfiV-IRES-abhéngige Translation in
DDX3-depletierten Huh7-Zellen reduziert war (vgll.1.3) und lieRen deshalb vermuten,
dass eine funktionelle Interaktion von DDX3 mit Kpoamenten des 43S-PIC erfolgte. Der
43S-PIC setzt sich aus den Initiationsfaktoren glEIF1A, elF2, elF3, elF5 und der
ribosomalen 40S-Untereinheit zusammen. Mit den fodgbnd beschriebenen IP-
Experimenten sollten der oder die direkten Intecsigpartner des 43S-PIC von DDX3
identifiziert werden.
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Fur diese Experimente wurden aus cytoplasmatischtgha-Extrakt und Kaninchen-
Retikulozytenlysat die Translations-Initiationsfailen elF2 und elF3 bzw. die ribosomale
40S-Untereinheit gereinigt. Die Herstellungen voiFle elF1A und elF5 erfolgten
rekombinant als Hisag-Fusionsproteine (siehe Abschnitt 111.5.2 fur dieuatat der
gereinigten Faktoren). Um eine direkte Interaktison DDX3 mit diesen Faktoren
nachzuweisen, wurde in Hek293-Zellen DDX3 mit Hag- durch Transfektion des
Expressionsplasmids hergestellt und mit einem Rat-Antikrper durch Affinitats-
chromatographie gereinigt. Diese Reinigung erfolgtéAnwesenheit von 1% Triton-X-100
zur vollstdndigen Dissoziation von putativen DDX@&#einkomplexen. Nach der IP von
Flag-DDX3 wurden die gereinigten Initiationsfaktordes 43S-PIC einzeln mit den Flag-
DDX3-haltigen beads versetzt und auf eine Co-Prazipitation mit DDX3algsiert.
Rekombinant gereinigtes DDX3 aks coli wurde in diesem Experiment nicht verwendet, da
es unter den Pufferbedingungen mit den Translatmmponenten aggregierte.

Aus Abb. IlI-12 geht hervor, dass die Initiationdfaren elF1, elF1A und elF5 nicht mit dem
gereinigten Flag-DDX3 co-prazipitierten. Interedsamneise konnte dagegen eine Co-
Préazipitation von elF3 mit Flag-DDX3 nachgewiesegraen. Diese wurde sowohl in Ab- als
auch in Anwesenheit von RNase A beobachtet. Dasodsimerte, dass diese Interaktion
RNA-unabhéngig war (Abb. 11I-12, Spuren 3 und 5j)e Bontroll-IP, in der ein DDX3 ohne
Flagtag in Hek293-Zellen produziert wurde, was somit nicht den Flagseadsprazipitiert
werden konnte, zeigte keine Assoziation mit demgerozugegebenen elF3 (Abb. 111-12,
Spuren 2 und 4). Um zu zeigen, dass das gereiRigip DDX3 nicht mit dem endogenen
elF3-Proteinkomplex kontaminiert war, wurden zulsélte Kontroll-IPs durchgefihrt (Abb.
[lI-12, Spuren 6-9). Dazu wurde Flag-DDX3 durch iAffatschromatographie gereinigt,
jedoch nicht mit den Translationskomponenten vetsBliese Kontrollen verdeutlichten, dass
Flag-DDX3 nach der Affinitatsreinigung nicht mit deendogenen elF3-Proteinkomplex
assoziiert war (Abb. 111-12, Spuren 7 und 9). Img8esatz zu der eindeutigen Interaktion von
DDX3 mit elF3 konnte mit dem Initiationsfaktor elF2ur eine RNA-abh&ngige Co-
Prazipitation mit Flag-DDX3 nachgewiesen werden [AbBII-12, Spuren 2). Auch die
Kontroll-IP zeigte eine Co-Prazipitation von elF24t den beads(Abb. 1lI-12, Spuren 3).
Allerdings konnte durch Zugabe von RNase A die @&epitation von elF2 mit den Flag-
DDX3- und den Kontrolbeadsnicht mehr detektiert werden (Abb. 111-12, Spurenind 5).
Das verdeutlichte, dass elF2 in einer RNA-abhamgMyeise mit derbeadsinteragierte und
kein direkter Interaktionspartner von DDX3 war. O mit der 40S-Untereinheit zeigte
dagegen, ahnlich wie mit elF3, eine spezifischeraktion mit Flag-DDX3 (Abb. 11I-12,
Spuren 2 und 3). Die Anwesenheit von RNase A fllkteeiner starkeren unspezifischen
Bindung von rpS3 der 40S-Untereinheit an logads Im Prazipitationsexperiment mit Flag-
DDX3 konnte die 40S-Untereinheit aber um das 4daam Vergleich zur Kontrolle
angereichert werden (Abb. IlI-12, Spuren 4 und 5).
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Abb. 111-12: DDX3 interagiert direkt mit elF3 und d er 40S-Untereinheit des 43S-PICWestern-Blot-
Analyse des Inputs (Spur 1) und der gekennzeichredeprazipitierten Translationskomponenten (Sp@-é&).
Hek293-Zellen wurden transient mit dem Flag-DDX3leoenden Plasmid transfiziert und das Protein
anschlieBend mit einem anti-Flag-Antikérper durdfinftatschromatographie gereinigt (Spuren 3, sund 9).
Kontroll-IPs wurden mit Hek293-Zellen durchgefihirt, denen ein DDX3 ohne Flagg hergestellt wurde
(Spuren 2, 4, 6 und 8). Die gekennzeichneten Tatinslskomponenten wurden einzeln mit dem gereinigte
Flag-DDX3 in Ab- () (Spuren 2, 3, 6 und 7) und Amwesenheit (+) (Spuren 4, 5, 8 und 9) von RNase A
versetzt und ein Préazipitationsexperiment durchgefiDie co-prazipitierten Translationsfaktoren dem mit
spezifischen Antikérpern nachgewiesen. Die Anwesénfon RNase A fiuhrte zur unspezifischen Assoaiati
der 40S-Untereinheit an dideads Das Western-Blot-Signal fur das immunprézipigerflag-DDX3
reprasentiert eines von sechs IP-Experimentenfidlatie Initiationsfaktoren elF1, elF1A, elF2, e|lrF8F5 und
der 40S-Untereinheit durchgefiihrt wurde. Die InBptir reprasentiert eine Menge von 10% der Traosigti
faktoren, die fur die IP-Experimente eingesetztdeur.

Die Ergebnisse zeigten, dass DDX3 offenbar direkt sen Komponenten des 43S-PIC

interagierte. Als direkte Interaktionspartner inesbkm Komplex konnten elF3 und die
ribosomale 40S-Untereinheit identifiziert werden.

1.3 DDX3 assoziiert an neu assemblierte 80S-Ribosomen

Der erste Schritt der Translationsinitiation ise dBildung des 48S-Initiationskomplexes.
Dieser beginnt an mRNAs mit der Bindung des elF4fadlexes an die 5’cap-Struktur.
Nach Assoziation des 43S-PIC erfolgt ecanningProzess dieses Komplexes zum AUG-
Startcodon wodurch sich der 48S-Initiationskompbaxsbildet (Abb. I-1; Jacksoat al,
2010). An der HCV-RNA bindet der 43S-PIC direkt witthescanningdas AUG-Startcodon
und fuahrt zur Ausbildung des 48S-Initiationskom@sex(Pestovaet al, 1998b). Nach
Dissoziation der Initiationsfaktoren katalysierE8B den zweiten Schritt der Translations-
initiation, die Assemblierung des 80S-Ribosoms dufmlagerung der 60S- an die 40S-
Untereinheit (Pestovet al, 2000).

Aus den vorhergehenden Experimenten (vgl. lll.Rdnte eine Funktion von DDX3 in der
Translationsinitiation postuliert werden. Daherltgolals Nachstes untersucht werden, ob
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DDX3 wahrend einer Translationsinitiation mit deBS4 und/oder mit den 80S-Initiations-
komplexen assoziiert ist.

1.3.1 DDX3 co-sedimentiert mit neu assemblierten 80S-Rilsomen wahrend der
Translationsinitiation an mRNA

Fur die folgenden Untersuchungen wurden mit einemh7HS10-Extrakt Translations-
Initiationsreaktionen durchgefuhrt. Dazu wurde dtrh7-S10-Extrakt mit Cycloheximid
versetzt, um die Elongationsreaktion zu inhibief@azu ist anzumerken, dass Cycloheximid
nicht die Ausbildung der 48S- und 80S-Initiationskmexe stort. Zur Analyse der Initiations-
komplexe wurde dem Extrakt eine analytische Mer2§enM) einer °P]-markierten mRNA
[5’cap-sORF-poly(A)] zugesetzt, die ein 5’GpppG-dagsitzt und aus einem kurzepen
reading frame (SORF) sowie einem poly(A)-Bereich besteht (Abibl-1B A). Die
Initiationsreaktion wurde dann an zwei Zeitpunkéer Eis gestoppt. Fur die Ausbildung des
48S-Initiationskomplexes wurde eine Reaktionszeit 20 s, fir die Assemblierung des 80S-
Initiationskomplexes eine Reaktionszeit von 15 nfestgelegt. Die Auftrennung der
Initiationskomplexe erfolgte in einem 5-25% lingareSaccharose-Gradienten. Nach
Fraktionierung wurde die Menge an Radioaktivitat 8&ap-sORF-poly(A)-RNA in den
einzelnen Fraktionen bestimmt und die Sedimentatlen Initiationskomplexe und von
DDX3 mittels eines Western-Blots verfolgt.

Nach einer Reaktionszeit von 20 s war die markiéitap-sORF-poly(A)-RNA sowohl in
MRNP-Komplexen in den Fraktionen 2-5 als auch inB-#8tiationskomplex in den
Fraktionen 7-9 nachweisbar (Abb. 111-13 B). Die latikation des 48S-Initiationskomplexes
wurde mittels eines Western-Blots von rpS3 in deakfonen 7 und 8 bestatigt (Abb. 111-13
C). Interessanterweise wurde in der Initiationstieaknach 20 s die eingesetzte radioaktive
RNA nicht in den Fraktionen 12 und 13 nachgewig#dab. 111-13 B). Die Fraktionen 12 und
13 enthielten aber eindeutig 80S-Ribosomen, washddas rpS3-Signal angezeigt wurde
(Abb. 11I-13 C). Der Nachweis von DDX3 in den Gradienfraktionen zeigte, dass eine
bestimmte Menge an DDX3 mit den neu assembliert88-laitiationskomplexen co-
sedimentierte, nicht aber mit den bereits vorhaad&9S-Ribosomen (Abb. I1I-13 C).

Dieses Ergebnis anderte sich, wenn die Zeit denslations-Initiationsreaktion auf 15 min
verlangert wurde. Die exogen zugegebene 5’cap-sQiRKA)-RNA co-sedimentierte mit
neu assemblierten 80S-Initiationskomplexen in diakffonen 12 und 13, was durch die
Prasenz von Radioaktivitat (Abb. 111-13 B) und rp$8r allem in Fraktion 12, deutlich wurde
(Abb. 111-13 C). Interessanterweise zeigte der WesBlot mit dem anti-DDX3-Antikorper,
dass nun auch eine bestimmte Menge an DDX3 mitnégenassemblierten 80S-Initiations-
komplexen co-sedimentierte (Abb. 11I-13 C).
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Abb. 11-13: DDX3 interagiert spezifisch mit neu asemblierten 80S-Ribosomen(A) Aufbau der F2P]-
markierten 5’'cap-mRNA, die in diesem Versuch eiegeiswurde. (B) Die Translations-Initiationsreaktm
wurden mit den Huh7-S10-Extrakten (ber die angegeieZeitintervalle in Anwesenheit von 2 mM
Cycloheximid durchgefiihrt. Die Auftrennung der Tskations-Initiationskomplexe erfolgte in einem 525
linearen Saccharose-Gradienten und die Lokalisatiomh Zugabe der markierten 5’cap-sORF-poly(A)-RNA
Die gemessene Radioaktivitat wurde gegen die Gntehifraktionen aufgetragen, die 48S- und 80S-
Initiationskomplexe sind gekennzeichnet. GestrigheLinie und Dreiecke: Sedimentation der exogen
zugegebenen mMRNA zum Zeitpunkt 20 s. Durchgezogéme und Quadrate: Sedimentation der mRNA zum
Zeitpunkt 15 min. (C) Die Sedimentation von DDX3dwpS3 im Gradienten wurde mittels eines WesteotsBlI
zu den entsprechenden Zeitpunkten analysiert.

Diese Experimente zeigten, dass zu Beginn der Reaf@0 s) in die Fraktion 12 bereits 80S-
Ribosomen sedimentierten, zu diesem Zeitpunkt mritekogen zugegebenen RNA aber erst
die Bildung des 48S-Initiationskomplexes erfolgtbly. 11I-13 B). Cooperet al (1976)
berichteten, dass die Gesamtmenge an 80S-RiboseimenZelle zu 70% aus ,freien”, nicht
mRNA-assoziierten Ribosomen besteht. In der TréosisInitiationsreaktion werden die
Jfreien“ 80S-Ribosomen nach Coopet al (1976) nicht in die ribosomalen Untereinheiten
dissoziiert und fiir eine Translationsinitiation wendet. Deshalb kann postuliert werden,
dass in die Fraktion 12 der nur kurz andauerndeandlations-Initiationsreaktion (20 s)
Jreie, also nicht neu assemblierte 80S-Ribosonsedimentieren. Da DDX3 zu diesem
Zeitpunkt nicht in die Fraktionen der 80S-Ribosomsedimentierte, kann weiterhin
geschlussfolgert werden, dass es nicht mit denefife80S-Ribosomen assoziiert ist (Abb.

[11-13 C). Dagegen war zum spateren Zeitpunkt dean$lationsinitiation (15 min) ein
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bestimmter Anteil von DDX3 in den Fraktionen deiS8Ribosomen zu finden. Entsprechend
deutete dieser Befund darauf hin, dass DDX3 entwededer Ausbildung des 48S-
Initiationskomplexes oder fir die Assemblierungesirffunktionellen 80S-Ribosoms wichtig
ist. Da DDX3 nicht mit den ,freien” 80S-Ribosomen-sedimentierte, die zu allen Zeit-
punkten wahrend der Initiationsreaktionen nachwaiskaren, wurde zudem indiziert, dass
DDX3 nicht am Ribosomen-Recyclingprozess beteiligt. Da keine elFs mit den
Elongations-kompetenten 80S-Ribosomen assoziied Glacksoret al, 2010), bestatigen
diese Untersuchungen auch die IP-Experimente, ide direkte Interaktion von DDX3 mit
der 40S-Untereinheit anzeigten. Dieses lasst vamulass ein bestimmter Anteil von DDX3
wahrend der gesamten Initiationsphase an den mbalem 40S-Untereinheiten assoziiert
bleibt (siehe Diskussion).

1.3.2 DDX3 interagiert mit ca. 50% aller neu assemblierta 80S-Ribosomen

Aus den Ergebnissen von Abschnitt 111.3.1 ging loeyvdass DDX3 wahrend der
Translations-Initiationsreaktion offenbar spezifisan neu assemblierte 80S-Ribosomen
assoziiert. Im Vergleich mit der Gesamtproteinmengs DDX3 im Cytoplasma co-
sedimentierte jedoch nur ein geringer Anteil vonX3Dmit den 48S- und 80S-Initiations-
komplexen, wahrend der grof3te Teil des Proteindeim gering konzentrierten Saccharose-
Fraktionen verblieb (vgl. Abb. 1lI-13). Daher was aun wichtig, die Menge an DDX3 zu
bestimmen, die wahrend einer Initiationsreaktionda neu assemblierten 80S-Ribosomen
assoziiert. Fur die Berechnung der Proteinmengedevdie Translations-Initiationsreaktion
aus Abschnitt 111.3.1 wiederholt, nur dass keif@]-markierte 5'cap-sORF-poly(A)-mRNA
exogen zugegeben wurde. Wahrend der Translatitiasion sollte DDX3 somit an neu
assemblierte 80S-Ribosomen mit gebundener endogeREIA assoziieren.

Aus dieser Reaktion wurde zunachst der Anteil resemblierter 80S-Ribosomen bestimmit.
Dies war essentiell, da die ,freien® 80S-Ribosomen Huh7-S10-Extrakt fir eine neue
Initiationsreaktion nicht in die ribosomalen Unfafreiten dissoziiert werden (vgl. Abb.
[11-13, Cooperet al, 1976). Dazu wurde in einer Initiationsreakticach 20 s die Menge an
rpS3 (korrelierend mit der Anzahl an 40S-Untereitgm in den neu assemblierten 48S-
Initiationskomplexen sowie die Menge an rpS3 in dehon vorhandenen ,freien® 80S-
Ribosomen bestimmt. Aus dem Verhéltnis der Menge4@6-Untereinheiten im 48S-
Initiationskomplex sowie der Summe aller 40S-Untdreiten im 48S-Initiationskomplex

und den ,freien* 80S-Ribosomen wurde ersichtlichsgl zu diesem frihen Zeitpunkt der
Translationsinitiation ca. 35% aller 40S-Untereibtdme im 48S-Initiationskomplex vorzu-

finden waren (Abb. 11l-14 D). Diese 35% an 40S-Uaieheiten waren demzufolge in der
Lage, neue 80S-Initiationskomplexe zu bilden. Afis@end wurde in der Initiationsreaktion
nach 15 min die Gesamtmenge an 80S-Ribosomen estiAbb. IlI-14 A, Fraktion 13).

Dazu wurde als Standard eine bekannte Menge anUf@Seinheiten eingesetzt, die aus
einem Kaninchen-Retikulozytenlysat gereinigt wurdgegl. 111.5.2). Die Quantifizierung der
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Menge an 80S-Ribosomen erfolgte dann mittels egeraeinsamen Western-Blots (Abb.
[1I-14 B) und einer fir den Standard ermitteltenlikiaergeraden. So wurde gezeigt, dass ca.
1,8 pmol 80S-Ribosomen in die Fraktion 13 sedineetgn (Abb. 11I-14 E). Parallel dazu
wurde die DDX3-Menge in dieser Fraktion mittels emnWestern-Blots quantifiziert (Abb.
[lI-14 C). Als Standard fir DDX3 wurde rekombinagereinigtes Protein auk. coli
verwendet. Anhand des Western-Blots konnte eine ®enge von ca. 0,29 pmol in der
Fraktion 13 bestimmt werden (Abb. IlI-14 F).

A
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DDX3 | ——— — - - - 15 min
rpS3 — 15 min
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraktion
B L C
40S-Untereinheit DDX3
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6 3 1 Fraktion 0.6 045 0.3 01 Fraktion
(PS3 | s - — DDX3 | @~ e
12 13 14 12 13 14
D E F
100 - 3 0,5 4
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80 - 25 04 4
_ 70 5 a
= 60 | 5 503
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Q40 e goz2
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0 0 + 0
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Abb. 111-14: Bestimmung der Stoffmenge von DDX3, d¢ mit den neu assemblierten 80S-Ribosomen
assoziiert ist.(A) Reprasentativer Western-Blot der Gradientenfaalen einer Translations-Initiationsreaktion
auf Gesamt-mRNA eines Huh7-S10-Extrakts nach 15 (BnC) Die Stoffmenge von (B) rpS3 und (C) DDX3
in der Fraktion 13 wurde mittels eines Western-8lgtantifiziert. Dazu wurden im Vergleich die Sitmaus
Western-Blots einer bekannten Stoffmenge an 40®#dmheiten und rekombinant gereinigtem DDX3
bestimmt. Dazu ist anzumerken, dass das rekomi@n&®X3 einen zusatzlichen Hiag enthalt und
dementsprechend ein héheres Molekulargewicht addogene DDX3 im Huh7-S10-Extrakt aufweist. (D, E
F) Bestimmung des (D) Prozentsatzes an neu asstehli80S-Ribosomen, (E) der Stoffmenge an 80S-
Ribosomen zum Zeitpunkt 15 min und (F) der Stoffgeean DDX3 in den Fraktionen der 80S-Ribosomen. (D)
Die Translations-Initiationsreaktion wurde fir 20durchgefiihrt und die Stoffmenge an rpS3 (40S-
Untereinheiten) in den Peak-Fraktionen des 48S-80%t nitiationskomplexes bestimmt (siehe Abb.18-C

fur einen reprasentativen Gradienten). Dargestlidie Stoffmenge an 40S-Untereinheiten im 488dtions-
komplex, die in der Lage ist, zu neuen 80S-Ribosorme assemblieren, in Relation zur Summe der 40S-
Untereinheiten im 48S- und 80S-InitiationskompléX) Stoffmenge an 40S-Untereinheiten, die zum Zeikp

15 min in die Fraktion 13 (Abb. IlI-14 A) sedimesattie (entspricht der Gesamtmenge an 40S-Unteréamhien
Huh7-S10-Extrakt, da kein rpS3-Signal an der Rasitiles 48S-Initiationskomplexes detektiert wirdy) (
Stoffmenge an DDX3, die mit den neu assemblier@®-Bibosomen nach einer Reaktionszeit von 15 min in
Fraktion 13 assoziiert war.
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Aus diesen Ergebnissen ist folgendes festzusteltan:35% der Gesamtmenge an 80S-
Ribosomen konnten als neu assemblierte 80S-Ribasammittelt werden. Dies entspricht

etwa dem Wert, der bereits mehrfach publiziert wur8iir die Gesamtmenge an 80S-
Ribosomen wurde ein Wert von 1,8 pmol ermitteltndafolge entsprechen ca. 0,6 pmol neu
assemblierten 80S-Ribosomen. In Fraktion 13 wat@rh reiner Reaktionszeit von 15 min

0,29 pmol an DDX3 detektierbar. Somit waren ca. 50% neu assemblierten 80S-

Ribosomen mit DDX3 assoziiert. Bei dieser Berecljnwurde vorausgesetzt, dass nur ein
DDX3-Molekil an ein 80S-Ribosom binden kann.

111.3.3 DDX3 co-sedimentiert mit neu assemblierten 80S-Rilsmmen auch bei einer
Translationsinitiation an einer IRES

Als Nachstes sollte Uberprift werden, ob ein ahekc Verhalten von DDX3 auch mit
Ribosomen zu beobachten ist, die a) ausschlieBlitleiner exogenen RNA und b) auf einer
IRES-haltigen RNA neu assemblierten. Dazu wurdeahationsexperimente mitn vitro-
transkribierter HCV-RNA durchgefuhrt. Der Huh7-SERtrakt wurde vor der Initiations-
reaktion mit Micrococcus-Nuclease behandelt, sosdakbe endogenen mRNAs durch
Hydrolyse entfernt wurden.

Anschlie3end wurden die Initiationsexperimente amalogen Mengen an Huh7-S10-Extrakt
durchgefuhrt, wie in Abschnitt 111.3.1 und Ill.3.Beschrieben, jedoch mit einer gré3eren
Stoffmenge (60 pmol) an®3¥]-markierter HCV-5'UTR-sORF-3'UTR-RNA. Diese RNA
bestand aus der HCV-5’'UTR, der Core-Protein-codiéea Region fur eine effiziente
Translation und der HCV-3'UTR. Die Initiationsregkt wurde in Anwesenheit von
Cycloheximid fur 1 min bzw. 15 min durchgefihrt uadf Eis gestoppt. Fur die HCV-RNA
war eine Reaktionszeit von 1 min fir die Assemhlwy der 48S-Initiationskomplexe
notwendig, da festgestellt wurde, dass diese Reakdngsamer verlief als die Assemblierung
dieser Komplexe an der 5'cap-sORF-poly(A)-mRNA @uaticht gezeigt). Als Negativ-
kontrolle wurde ein Translations-defizientes RNARstukt verwendet, bei dem dstem-
loop SLIII der IRES in der HCV-5'UTR deletiert war (Abbll-15 A). Dieser stem-loop
enthalt die Bindestellen des Initiationsfaktors3lihd der 40S-Untereinheit (Pestaaal,
1998b). Nach Deletion defem-loopkann die RNA HCV-5’'UTRSLIII-sORF-3'UTR die
Translation nicht mehr initiieren.

Bei der Translations-Initiationsreaktion, die naktimin gestoppt wurde, sedimentierte die
radioaktiv markierte HCV-RNA in die Fraktionen 344d 8 (Abb. IlI-15 C). Wie bereits aus
den vorangegangenen Experimenten deutlich gewavdensedimentierten in die Fraktionen
3 und 4 die mRNP-Komplexe und in die Fraktion 8 déa assemblierten 48S-Initiations-
komplexe. Dies wurde wiederum uber die Detektion yaS3 bestétigt (Abb. I1I-15 C). Wie
zuvor bei der Initiationsreaktion auf mRNAs co-sedntierte DDX3 zu diesem frihen
Zeitpunkt mit den 48S-Initiationskomplexen. Aufealld war, dass nach einer Reaktionszeit
von 1 min noch keine HCV-RNA in den Fraktionen &&S-Initiationskomplexe enthalten
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war, trotzdem aber 80S-Ribosomen nachgewiesen wéa@nten (Abb. 11I-15 C, Fraktionen
13-15). Dieses bestatigte die Existenz von ,freid®NA-ungebundenen 80S-Ribosomen im
Extrakt umso mehr, da hier ausschlie3lich mit degenen RNA die Translations-Initiations-
reaktion durchgefuhrt wurde. Nach einer Reaktiomhnszm 15 min konnte die HCV-RNA in
den Fraktionen der 80S-Initiationskomplexe (13-dB)ektiert werden (Abb. 11I-15 C). Zu
diesem Zeitpunkt lie3 sich kein 48S-Initiationskdexpmehr nachweisen, da die gesamte
Menge an rpS3 in den Fraktionen der 80S-Initiakkongplexe vorzufinden war. Mittels eines
Western-Blots konnte zudem ein gewisser Anteil a@bXB in den Fraktionen der neu
assemblierten 80S-Ribosomen nachgewiesen werddn (W15 C, Fraktionen 13-15).

A
HCV-5'UTR-sORF-3'UTR
B
5% 25%
20000 -
15000 -
[72]
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(&)
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C
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rpS3
s .
- 15 min
h— 1 min
—
DDX3
e —— - 15 min

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Abb. [lI-15: DDX3 interagiert mit neu assemblierten 80S-Ribosomen an der HCV-RNA(A) Schematische
Darstellung der RNA HCV-5'UTR-sORF-3'UTR. Die UTRsnd als Linien gezeichnet und reprasentieren die
vorgeschlagene SekundarstruktaC: codierender Sequenzbereich des HCV-Core-Protdersdie effiziente
Translation an der HCV-IRES fordert. (B) Die Traisns-Initiationsreaktion an der HCV-RNA wurde in
Anwesenheit von 2 mM Cycloheximid mit einem Huh®@Sxtrakt durchgefuhrt, in dem zuvor durch
Behandlung mit Micrococcus-Nuclease die endogendNARntfernt wurde. Nach einer Reaktionszeit von
1 min bzw. 15 min wurden die Translations-Initiatikomplexe in einem 5-25% linearen Saccharose-
Gradienten aufgetrennt und die Radioaktivitét gedienGradientenfraktionen aufgetragen. Die Positioder
neu assemblierten Initiationskomplexe sind als 488 80S gekennzeichnet. (C) Western-Blot-Analyse de
entsprechenden Gradientenfraktionen, die mit sigekién Antikdrpern gegen DDX3 und rpS3 getestetienr
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Analog zu den zuvor erhaltenen Daten mit der mRMNAgten diese Ergebnisse, dass ein
bestimmter Anteil von DDX3 auch wahrend der Tramstesinitiation an die 48S- und 80S-
Initiationskomplexe assoziiert war.

Die Experimente mit der Translations-defizienten RNCV-5’'UTRASLII-sSORF-3'UTR
wiesen dagegen ein vollig anderes Bild auf (Abb18 A). Um vergleichbare Ergebnisse zu
erhalten, wurden die isolierten Proteine der Gratdigfraktionen der Initiationsreaktion mit
den RNAs HCV-5'UTR-sORF-3'UTR bzw. HCV-5'UTASLII-SORF-3'UTR simultan
geblottet, die Nitrocellulosemembran gleichzeitigt men entsprechenden Antikérpern
versetzt und zusammen durch Chemilumineszenz dwdlizidNach einer Reaktionszeit von
1 min wurde die Radioaktivitat der defizienten HRWA vorwiegend in den Fraktionen 4
und 5 detektiert, in die die mMRNP-Komplexe sedinegtén. In den Fraktionen 8 und 9, die
dem 48S-Initiationskomplex entsprachen, konnte RNA dagegen nicht nachgewiesen
werden (Abb. I1I-16 B). Bestatigt wurde dieser Beddurch ein deutlich vermindertes Signal
fur rpS6 im Western-Blot der Fraktion 9, im Vergleizur Wildtyp (WT)-HCV-RNA. DDX3
war im Falle der mutierten HCV-RNA nicht in den Kianen des 48S-Initiationskomplexes
detektierbar (Abb. 11I-16 C). Nach einer Reaktiogiszon 15 min wurde die mutierte HCV-
RNA ausschlief3lich in den gering konzentriertenkiiomen des Gradienten nachgewiesen.
Ein Signal in den Fraktionen der 80S-Ribosomen t®ru keinem Zeitpunkt detektiert
werden (Abb. 11I-16 B). Auch DDX3 war zu keinem Hminkt in den Fraktionen der 80S-
Ribosomen nachweisbar (Abb. 111-16 C).
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Abb. IlI-16: Die Translations-defiziente HCV-RNA assembliert keine Initiationskomplexe.

Kontrollexperiment zum Versuch in Abb. IlI-15. (Atrukturelle Organisation der RNA HCV-5'UNSLIII-
SORF-3'UTR mit der Deletion destem-loopSLIll in der HCV-5’'UTR (vgl. Abb. 111-15). DieseRNA fehlte
somit ein funktionelles HCV-IRES-Element (Grassmaen al, 2005). (B) Die Translations-Initiations-
experimente wurden in der gleichen Weise, wie il Al-15 durchgefiihrt. (C) Identifizierung von DI3Xund
rpS3 mittels eines Western-Blots.

Die Translations-Initiationsexperimente mit der d&desORF-poly(A)-mRNA (vgl. Abb.
[11-13) sowie mit nicht mutierter und mutierter HES/UTR-sORF-3'UTR-RNA ergaben
somit ein Ubereinstimmendes Bild, das auf eine tigehFunktion von DDX3 in der 5’cap-

und HCV-IRES-abhangigen Translationsinitiation sebén liel3.

111.3.4 DDX3 interagiert RNA-unabh&ngig mit neu assemblierén 80S-Ribosomen

Im folgenden Experiment sollte untersucht werddm,DDX3 mit neu assemblierten 80S-
Ribosomen spezifisch interagiert. So war z.B. \ediisar, dass das Protein lediglich an
Ribosomen-assoziierte MRNAs bindet und deshallden~daktionen des 80S-Ribosoms co-
sedimentierte. Um letzteres auszuschlielen wurte Hianslations-Initiationsreaktion wie in
Abschnitt 111.3.1 in Anwesenheit von Cycloheximicesiartet und nach 15 min auf Eis
gestoppt. Vor der Auftrennung der Initiationskonxglen einem 5-25% linearen Saccharose-
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Gradienten wurde der Reaktionsansatz mit Microcedduclease versetzt, um RNAs zu
entfernen, darunter auch mRNAs, die in neu assentdt 80S-Ribosomen enthalten waren.
Der Testverdau in Abb. 11I-17 A belegte, dass diécrgcoccus-Nuclease in den Puffer-
bedingungen der Translations-Initiationsreaktiomktionell war. Abb. I1I-17 B und C zeigen,
dass das Sedimentationsverhalten von DDX3 auch eaehn Behandlung mit Micrococcus-
Nuclease unverandert blieb, d.h. das Protein weln mae vor in den neu assemblierten 80S-
Initiationskomplexen nachzuweisen. Damit wurde lighyt dass DDX3 sowohl mit der 40S-
Untereinheit als auch mit neu assemblierten 80®%Rimen RNA-unabhangig interagiert.

A
MN

- +

5'cap-sORF-poly(A)-RNA s s

5% 80S 25%

rpS3 —

DDX3 w"——’— B s

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraktion

5% 80S 25%

rpS3 —

DDX3 |~ el — —— —— — "~ — —

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraktion

Abb. 111-17: DDX3 interagiert RNA-unabhangig mit neu assemblierten 80S-Ribosomen(A) Test auf
Aktivitat der Micrococcus-Nuclease (MN) in der Tedations-Initiationsreaktion>JP]-markierte 5’cap-sORF-
poly(A)-RNA (Spur 1) wurde in Ab- (-) und Anweserihét+) der MN unter identischen Pufferbedingungen
einer Translationsreaktion fir 15 min bei 25°C inieut (Spuren 2 und 3). (B, C) Die Translationd#tions-
reaktion wurde mit einem Cycloheximid-behandeltarh#A#S10-Extrakt fir 15 min bei 37°C durchgefiihrdun
die Translations-Initiationskomplexe in einem 5-28#tearen Saccharose-Gradienten aufgetrennt. Vor de
Auftrennung wurde die (C) Translationsreaktion 1if min bei 25°C mit MN behandelt, nachdem sich 80S-
Initiationskomplexe ausbilden konnten. Die Positidar 80S-Initiationskomplexe ist gekennzeichnete Di
Gradientenfraktionen wurden mit spezifischen Antigin gegen DDX3 und rpS3 (40S-Untereinheit) nsttel
eines Western-Blots analysiert.

Dieses Experiment war wiederum in Einklang mit @&ggebnissen der IP-Experimente (vgl.
Abschnitt 111.2.3 und 111.2.4) und bestatigte sordie Vorstellung, dass DDX3 auch im neu
assemblierten 80S-Ribosom mit der 40S-Untereirassioziiert blieb.
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.4 DDX3 fordert die Assemblierung von 80S-Initiationslomplexenin vitro

Die vorangegangenen Experimente (vgl. Abschnit8 M) indizierten eine RNA-unabhangige
Interaktion von DDX3 mit neu assemblierten 48S- @Wb-Initiationskomplexen in einer
Translations-Initiationsreaktion. Ebenfalls wurdeudich, dass DDX3 mit ,freien®, RNA-
ungebundenen 80S-Ribosomen nicht assoziierte. [[Riévermuten, dass das Protein an der
Ausbildung des 48S- und/oder des 80S-Initiationgdexes wahrend der Translations-
initiation beteiligt ist.

.4.1 Depletion von DDX3 reduziert die cap- und IRES-abhagige Translation in
Huh7-S10-Extrakten

Um diesen Aspekt weiter zu untersuchen, wurden Slations-kompetente Huh7-S10-
Extrakte hergestellt. Die Zellen, die dabei als garggsmaterial verwendet wurden, waren
einerseits mit der siRNA siGFP und andererseitsdait SIRNA siDDX3-2 in Huh7-Zellen
transfiziert worden. Die Quantifizierung der Depat von DDX3 erfolgte mittels eines
Western-Blots. Dieser zeigte eine Reduktion der BBXenge auf ca. 25% im DDX3-
depletierten Extrakt im Vergleich zum siGFP-Extrékbb. [1I-18 B). Mit diesen Extrakten
wurde eindn vitro-Translation mit den Reporter-RNAs 5’cap-Luc-poly#)d HCV-5'UTR-
Luc-3'UTR durchgefuhrt (Abb. 11I-18 A) um zu analgsen, ob der DDX3-depletierte
Extrakt, ahnlich wie dies zuvor bereits mit DDX3ptkgierten Huh7-Zellen festgestellt wurde
(vgl. Abb. IlI-6 und Abb. IlI-7), eine Reduktion ddranslation zeigte. Interessanterweise
konnte auch unter diesém vitro-Bedingungen eine deutliche Verminderung der Traiosla
der Reporterkonstrukte im depletierten DDX3-Extrakif ca. 50% in der cap-abhangigen
bzw. auf ca. 65% in der HCV-IRES-abh&ngigen Trdimlam Vergleich zum siGFP-Extrakt
(100%) festgestellt werden (Abb. 111-18 C). Park#ler Bestimmung der Luciferase-Reporter-
aktivitat wurde nach Abstoppen der Translationdieak die Gesamt-RNA des siGFP-
Kontrollextrakts und des DDX3-depletierten Extrakssliert und die Mengen der RNAs
5’cap-Luc-poly(A) und HCV-5’'UTR-Luc-3'UTR mittelsRQT-PCR quantifiziert. Abb. 111-18
D zeigt, dass vergleichbare Mengen der Reportetikagkte im DDX3-depletierten Extrakt
und im Kontrollextrakt vorlagen. Die festgestelReduktion der Translation war somit nicht
auf eine variierende RNA-Menge zurtckzufihren. Baperiment demonstrierte, dass mit
dem DDX3-depletierten S10-Extrakt ein System egabliverden konnte, mit dem sich
detailliertere Untersuchungen zur Funktion von DDX@hrend des Translations-
Initiationsprozesseis vitro durchfuhren lie3en.
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Abb. [lI-18: Die cap- und HCV-IRES-abhangige Transhtion ist in DDX3-depletierten Huh7-S10-
Extrakten reduziert. (A) Schematische Darstellung der getesteten LuasteiReporter-RNAs (vgl. Abb. 111-6
und Abb. 1lI-7). (B) Western-Blot-Analyse von Vinlgu und DDX3 in S10-Extrakten von Huh7-Zellen, dfigt
der siRNA siDDX3-2 und der Kontroll-siRNA siGFP #2vor der Praparation der Extrakte transfiziert areur.
(C) In vitro-Translation der entsprechenden Reporter-RNAs inHlén/-S10-Extrakten. Die Luciferaseaktivitat
wurde nach einer Reaktionszeit von 30 min bestin{B}. RNA-Menge der Luciferase-Reporterkonstrukte im
S10-Extrakt von siGFP- und siDDX3-2-behandelten Hidkllen. Die RNAs wurden nach 30 min aus der
Translationsreaktion prapariert und die relativéh®RMengen mittels gRT-PCR bestimmt.

1.4.2 DDX3 hat keine Funktion bei der Ausbildung des 483nitiationskomplexes

Um zunachst zu untersuchen, ob DDX3 eine Funkiioter Ausbildung des 48S-Initiations-
komplexes besitzt, wurde eine Primer-Extensionshitibns-Analyse {oe printing durch-
gefuhrt. Dagoe printingist eine Methode, mit der die Positionen von rdwalen 48S- und
80S-Komplexen auf zu translatierenden RNAs bestimertien kénnen. Dazu wird eiffip]-
markiertes Oligonucleotid, das komplementar zu detersuchten mRNA ist, an diese
hybridisiert und durch eine Reverse Transkriptasezom 5’Ende transkribiert (Abb. [11-19
A). Sind 48S- bzw. 80S-Komplexe stabil an die mRN@bunden, wird die reverse
Transkription an der Bindungsstelle gestoppt, woduverkiirzte cDNAs entstehen (Abb.
[11-19 A). Ribosomale Komplexe, die an der RNA getan sind, lassen somit an der mRNA
einen charakteristischene printentstehen, der +15-17 downstreandes ersten Nucleotids
des Translations-Initiationscodons AUG liegt, dagier P-Bindestelle der 40S-Untereinheit
gebunden ist (Abb. 11I-19 B). Die Verschiebung kotndadurch zustande, dass die 40S-
Untereinheit aufgrund der GroRRe einen bestimmteriBle an der mRNA abdeckt. 48S- und
80S-Komplexe zeigen die gleichéoe prints da die Position der 40S-Untereinheit an der
RNA in einem vollstandig assemblierten 80S-Ribosuant verandert wird (Abb. 111-19 A
und C; Pisarewet al, 2007b). Die Position dieser Komplexe kann nstieiner Sequenzier-
reaktion bestimmt werden. Diese wird mit dem glercthOligonucleotid an dem DNA-
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template durchgefuhrt, von dem aus urspringlich die RNAs die toe printAnalysen
generiert wurden (Abb. 111-19 C und D).
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Abb. [lI-19: Primer-Extensions-Inhibitions-Analyse (toe printing). (A) An die templateRNA wird ein
Oligonucleotid hybridisiert, das als Primer fur drReverse Transkriptase (RT) dient. Die durch die RT
transkribierte cDNA wird radioaktiv markiert, entder durch Verwendung eines 5%P]-markierten
Oligonucleotids oder durch den Einbau ver*{P]-markierten Nucleotiden durch die RT. An einer RNlie
keine Initiationskomplexe gebunden hat, wird eilN& mit der vollstdndigen Lange gebildet (Full-léhg
wahrend 48S- oder 80S-Komplexe zu einem vorzeitigbbruch der reversen Transkription aufgrund der
Bindung der 40S-Untereinheit an die RNA fuhren. [B)eiden Féllen wird die Synthese dieser cDNAS-+1
17 ntdownstreanvom ersten Nucleotid (+1) gestoppt, das in derifti8stelle der 40S-Untereinheit gebunden
ist. (C) Die generierten radioaktiv markierten cDiNAverden in einem denaturierenden Harnstoff-PAA-Gel
aufgetrennt. Mittels einer Didesoxyribonucleotidg8enzierung, die an dem DN@&mplatemit dem gleichen
Oligonucleotid durchgefiihrt wird, von dem aus uisglich die RNAs fiir digoe printAnalysen generiert
wurden, kann die Position der gebundenen Komplestinnmt werden. (D) Beispiel einése printan einer
mRNA. Die Position detoe print der +15-17 nt vom ersten Nucleotid in der P-Bstdite der 40S-Untereinheit
liegt und die vollstandige cDNA-Lange sind gekencolaret. Die Spuren G, A, T und C zeigen die Seqiaenz
leiter. Die Abbildung wurde nach Pisarewval (2007b) modifiziert.

Die Assemblierung der 48S-Initiationskomplexe agfel mit dem Kontrollextrakt (SiGFP)
und dem DDX3-depletierten Huh7-S10-Extrakt aus Abgt 111.4.1. Mit diesen Extrakten
wurden Translations-Initiationsreaktionen an denARN5’cap-sORF-poly(A) und HCV-
5'UTR-sORF-3'UTR in Anwesenheit von GMP-PNP durctidpet. Dieses nicht hydrolysier-
bare GTP-Analogon wird durch den Initiationsfak&dF2 gebunden. Die Blockierung der
Hydrolyse von GMP-PNP durch elF2 verhindert die iReddn der Affinitat von elF2 zu der
Met-tRNAM®" und somit das Freisetzen der Initiationsfaktorem wer 40S-Untereinheit
(Kapp & Lorsch, 2004). Dadurch wird die Assemblmgudes 80S-Ribosoms unterbunden, da
die 60S-Untereinheit nicht mit der 40S-Untereinfasisoziieren kann. Folglich akkumulieren
in dieser Translations-Initiationsreaktion die 4i@8ationskomplexe. Die in der anschlie-
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Renden reversen Transkription generierten cDNAglemurzur Analyse in einem Harnstoff-
PAA-Gel mit einer Didesoxyribonucleotid-Sequenzeaition aufgetrennt.

Die Initiation der Translation an der 5'cap-sORAyfA)-RNA im siGFP-Extrakt ergab
neben der vollstandig transkribierten RNA einen rakgeristischentoe print mit einem
Abstand von +15-16 rdownstreanvom ersten Nucleotid des AUG-Startcodons (Abb20l
A, Spur 1). Der Vergleich mit dem DDX3-depletierteiluh7-S10-Extrakt zeigte eingone
print mit der gleichen Intensitat, ebenfalls +15-16dawnstreamvom AUG-Startcodon
entfernt (Abb. 111-20 A, Spur 2). Das gleiche Ergebwurde mit der Translations-Initiations-
reaktion an der HCV-5’'UTR-sORF-3'UTR-RNA erhalteder Vergleich detoe prints die
+15-16 nt vom AUGgs-Startcodon entfernt waren, zeigte keinen Unteestim der Intensitat
im siGFP-Extrakt im Vergleich zum DDX3-depletiertetuh7-S10-Extrakt (Abb. [1I-20 B,
Spuren 1 und 2). Es wurden aulRerdem weti@eeprintsupstreamdes AUG,-Startcodons
erhalten, die eine Nebenreaktion der Initiationstiea darstellten. Diese wurden ebenfalls
von Pestovat al (1998) beschrieben und nicht in der Abb. IlI-2@é&kennzeichnet.
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Abb. IlI-20: Toe printing-Analyse von 48S-Initiationskomplexen an einer mMRNAInd HCV-RNA in einem
DDX3-depletierten Extrakt. (A, B) (oberer Abbildungsteil) Schematische Dafstey der verwendeten
MRNA- und HCV-RNA-Konstrukte (vgl. Abb. 1lI-13 undbb. IlI-15). (unterer Abbildungsteil) Die 48S-
Initiationskomplexe wurden in einer Translationgationsreaktion in Anwesenheit von GMP-PNP an @er
5'cap-sORF-poly(A)- und (B) HCV-5’'UTR-sORF-3'UTR-RNin den entsprechenden Huh7-S10-Extrakten
assembliert (Spur 1: Kontrollextrakt; Spur 2: DDH8pletierter Extrakt). Die Auftrennung der cDNA& dus
der mRNA und HCV-RNA generiert wurden, erfolgteeimem (A) 10% bzw. (B) 6% Harnstoff-PAA-Gel mit
einer Didesoxyribonucleotid-Sequenzierleiter (Dagsibonucleotid von A, C, G, T). Die Sequenzigdei
wurde von DNAtemplatesggeneriert, von denen aus die RNAs fiir iie printAnalysen generiert wurden. Die
toe printsder 48S-Initiationskomplexe (MRNA: AUGHCV-RNA: AUG3,4;) und die vollstandige Lange der
entsprechenden cDNAs (volle Lénge) sind gekennneich

Diese Ergebnisse machten deutlich, dass die irDiEx3-depletierten Extrakten beobachtete
verminderte Translation nicht auf eine verringektesbildung des 48S-Initiationskomplexes
zurtckzufihren war. Eine Funktion von DDX3 in diesersten Schritt der Translations-
initiation konnte daher ausgeschlossen werden.
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1.4.3 Depletion von DDX3hemmt die Ausbildung des 80S-Initiationskomplexes

Aus den Ergebnissen von Abschnitt 111.4.2 ging leendass DDX3 keine Funktion in der
Assemblierung des 48S-Initiationskomplexes an em&NA bzw. HCV-RNA besal’. Es
stellte sich die Frage, ob DDX3 den zweiten Schddr Translationsinitiation, die
Assemblierung des 80S-Ribosoms ausgehend vom 4@&8itmskomplex beeinflusst. Aus
den bereits aufgefihrten Grinden eignete sich ®@meeprintReaktion zur Analyse des
zweiten Schrittes der Translationsinitiation nictia 80S-Initiationskomplexe an der RNA
den gleichen +15-16 mbe printwie die 48S-Initiationskomplexe ausbilden. Deshallsden,
wie bereits in Abschnitt 111.3 aufgezeigt, mit desiGFP und den DDX3-depletierten Huh7-
S10-Extrakten Translations-Initiationsreaktionen Anwesenheit des Elongationsinhibitors
Cycloheximid an den*fP]-markierten RNAs 5'cap-sORF-poly(A) und HCV-5'UTSORF-
3'UTR durchgefihrt. AnschlieRend wurden die assériein Initiationskomplexe in einem
linearen 5-25% Saccharose-Gradienten aufgetrershtdien Radioaktivitat in den 48S- und
80S-Initiationskomplexen analysiert. Es wurden wreth zwei Zeitintervalle fur die
Initiationsreaktion gewahlt, um die Assemblierungseér Komplexe zu untersuchen.

Die 5'cap-sORF-poly(A)-RNA wurde zunéachst fir eReaktionszeit von 20 s mit den siGFP
und DDX3-depletierten Huh7-S10-Extrakten verseanb. 111-21 B zeigt, dass in dieser Zeit
die 48S-Initiationskomplexe an der mRNA ausgebildetden (nachweisbare Radioaktivitat
in Fraktion 8). Wie aus detoe printExperimenten zu erwarten war, lieRen sich zu diese
Zeitpunkt keine Unterschiede zwischen dem DDX3-eig@iten Huh7-S10-Extrakt und dem
SiGFP-Extrakt des Kontrollansatzes feststellen.sDhestéatigte, dass DDX3 nicht in die
Bildung des 48S-Initiationskomplexes involviert. igtnschlieend wurde die Translations-
Initiationsreaktion fir 10 min durchgefiihrt und lesnnte, ahnlich wie in den Huh7-S10-
Extrakten aus Abschnitt 111.3.1, die Assemblierutey 80S-Initiationskomplexe an der 5’cap-
SORF-poly(A)-RNA nachgewiesen werden (Abb. IllI-21 F2aktionen 11-13). Interessanter-
weise wurden deutliche Unterschiede zwischen denX®&epletierten Huh7-S10-Extrakt
und dem Extrakt des Kontrollansatzes beobachteivéBalie Ausbildung des 80S-Initiations-
komplexes in den DDX3-depletierten Extrakten sigarit verlangsamt. Dies zeigte sich
darin, dass in den Fraktionen 11-13 der Anteil amkmerter mRNA nur 60% der Menge im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollreaktion betrug i§B. 111-21 C). Dieser Befund korrelierte
mit einer deutlich erhéhten mRNA-Menge, die in d@$s-Initiationskomplexen des DDX3-
depletierten Extrakts verblieb (Abb. 111-21 C, Ftiaken 7 und 8).
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Abb. 11I-21: DDX3-Depletion hemmt die Assemblierungvon 80S-Initiationskomplexen an der mRNA.
Translations-Initiationsexperimente mit dem DDX3lierten Huh7-S10-Extrakt und dem Extrakt des
Kontrollansatzes(A) Schematische Darstellung der mRNA 5’cap-sORBA{@9, die fiir die Translations-
Initiationsexperimente verwendet wurde. (B) Assdetbhg des 48S-Initiationskomplexes an 10 nkPT-
markierter mMRNA nach einer Reaktionszeit von 200.Bildung des 80S-Initiationskomplexes an derapc
MRNA nach einer Reaktionszeit von 10 min. Zur besséuflosung sind die Messungen der Radioaktiwti
den Gradientenfraktionen 1-3 nicht abgebildet. (astlte Linie, Dreiecke: Daten des KontrollextekHuh7-
Zellen transfiziert mit siGFP). Durchgezogene Ljruadrate: Daten des DDX3-depletierten Extrakish(H
Zellen transfiziert mit sibDX3-2); (* < 0,05; (**) P <0,01; n=6.

Durch analoge Experimente mit der HCV-RNA sollte mweiten Teil dieser Studien
analysiert werden, ob sich ahnlich wie mit der p‘@aRNA, ebenfalls ein Einfluss von
DDX3 auf den zweiten Schritt der Translationsirtitia feststellen liel3. Dazu wurden die
oben aufgefilhrten Translations-Initiationsreaktioram der {P]-markierten HCV-5'UTR-
SORF-3'UTR-RNA durchgefiuihrt. Das erhaltene Sediraonsprofii der radioaktiv
markierten HCV-RNA veranschaulichte, dass nachrelReaktionszeit von 1 min die 48S-
Initiationskomplexe an der HCV-5'UTR-sORF-3'UTR-RN&AIsgebildet wurden (Abb. 111-22
B, Fraktion 7). Ein Unterschied in der Assembligruieser Komplexes konnte im DDX3-
depletierten Extrakt und dem Extrakt des Kontralkgtmes, wie bereits bei der 5’cap-mRNA
beschrieben, nicht festgestellt werden. Nach eReaktionszeit von 10 min zeigte sich
wiederum in Analogie zur 5’cap-sORF-poly(A)-RNA, ssadie Assemblierung von 80S-
Initiationskomplexen an der HCV-RNA in den DDX3-digferten Huh7-S10-Extrakten im
Vergleich zum Extrakt des Kontrollansatzes um o@%4reduziert war (Abb. 111-22 C,
Fraktion 12). Bestatigt wurde diese verlangsamteeAslierung der 80S-Initiationskomplexe
im DDX3-depletierten Extrakt durch die gleichze#tidkkumulation der HCV-RNA in den
Fraktionen des 48S-Initiationskomplexes (Erhdhuag dktektierbaren Menge im Vergleich

zur Kontrolle um den Faktor 1,5; Abb. 111-22 B, ktmnen 7 und 8).
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Abb. [lI-22: DDX3-Depletion hemmt die Assemblierungvon 80S-Initiationskomplexen an der HCV-RNA.
Translations-Initiationsexperimente mit dem DDX3dierten Huh7-S10-Extrakt und dem Extrakt des
Kontrollansatzes. (A) Schematische DarstellungRISA HCV-5’UTR-sORF-3'UTR, die fur die Translations-
Initiationsexperimente eingesetzt wurde (vgl. Abb15). (B) Assemblierung des 48S-Initiationskomypés an

10 nM [F?P]-markierter HCV-RNA nach einer Reaktionszeit virmin. (C) Bildung des 80S-Initiations-
komplexes an der HCV-RNA nach einer Reaktionszeit €0 min. Gestrichelte Linie, Dreiecke: Daten des
Kontrollextrakts (Huh7-Zellen transfiziert mit si®@F. Durchgezogene Linie, Quadrate: Daten des DDX3-
depletierten Extrakts (Huh7-Zellen transfiziert siDDX3-2); (**) P < 0,01; (***) P<0,001; n=6.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass Di#gXd3zweiten Schritt der Translations-
initiation, die Assemblierung von funktionellen 80%tiationskomplexen fordert.

.5 DDX3 férdert die Assemblierung von 80S-Initiationslomplexen in einer in
vitro-rekonstituierten  Translations-Initiationsreaktion mit gereinigten
Komponenten

Die bisher dargestellten Daten zeigten, dass drenWelerung des zur Verfigung stehenden
DDX3 sowohlin vivo als auchin vitro negative Effekte auf die Translation hatte. In den
vitro-Experimenten wurde zudem deutlich, dass DDX3 deéien Einfluss auf die Bildung
des 48S-Initiationskomplexes, aber auf die Assaminig von 80S-Initiationskomplexen
hatte (vgl. Abb. IlI-6, Abb. 1ll-7, Abb. IlI-18, Ab. 11I-20, Abb. IlI-21 und Abb. 111-22).
Zusatzlich konnte eine RNA-unabhéngige Interaktiomt dem Faktor elF3 und der
ribosomalen 40S-Untereinheit festgestellt werdegh. (kbb. 111-12). Um die Rolle von DDX3
bei der Assemblierung von 80S-Initiationskomplexaneinem weiteren, unabhangigen
Experiment zu prifen, sollten 48S- bzw. 80S-Iniiaskomplexe in Ab- und Anwesenheit
von DDX3 in vitro rekonstituiert und eventuelle Unterschiede untrsuverden. Dazu
wurden nativ gereinigte bzw. rekombinant hergesteluind gereinigte eukaryotische
Translations-Initiationsfaktoren, die ribosomale®S4 und 60S-Untereinheiten, gereinigtes
DDX3 und eine synthetisch unmodifizierte Met-tRN® eingesetzt.
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11.5.1 Herstellung von Met-tRNAM®!

Die eukaryotische Translationsinitiation wird dureine aminoacylierte tRNA, die Met-
tRNAMe initiiert. Diese ist 76 nt lang und enthalt achtuud\otide, die zusatzliche
Modifikationen an den Nucleobasen besitzen (naltileg-tRNAM®"). Nach der spezifischen
Bindung an elF2 bildet sich ein stabiler Ternar-Kdex mit GTP aus (Leviet al, 1973).

Die Isolierung der nativen Met-tRN®' aus zelluldrer Gesamt-RNA ist ein sehr kosten-
aufwendiger Prozess. Auch die Beladung der tiRiAnit Methionin in einem Gesamt-RNA-
Extrakt mit einer zellularei. coli-Fraktion, die angereicherte Aminoacyl-tRNA-Syn#sen
enthalt, ist sehr ineffektiv und liefert nur gerngusbeuten fur eine Assemblierungsreaktion
in vitro. Aus den genannten Griinden wurde eimevitro-transkribierte tRNA'™" (nicht
modifizierte tRNAY®) und eine gereinigt&. coliMet-tRNAM®-Synthetase fiir die Amino-
acylierung der tRNA verwendet. Diese Synthetaselysiert spezifisch die Beladung der
Initiator-, aber nicht der Elongator-tRN& (Stanley, 1974; Drabkin & RajBhandary, 1985).
In gleicher Weise wie die native Met-tRNA&, kann auch die nicht modifizierte Met-
tRNAM® jeden Schritt der Translationsinitiation katalysie (Pestova & Hellen, 2001).

Die E. coli-Met-tRNAM®-Synthetase wurde durch Transformation des Exmmesgiasmids
in E. coli hergestellt und anschlielRend gereinigt (Abb. 8I&). Die Nucleotidsequenz der
Met-tRNAM®.Synthetase wurde dabei aus d&mcoli Stamm BL21(DE3) mit einer PCR
amplifiziert. Als templateDNA fiir die in vitro-Transkription der tRNA'™ wurde ein PCR-
Produkt verwendet. Der Aktivitdtsnachweis der ejfeichen Beladung der tRNA' mit
Methionin wurde durch Verwendung vorr$]-Methionin analysiert. AnschlieBend erfolgte
die Auftrennung der’fS]-Methionin-markierten Met-tRNX® in einem Harnstoff-PAA-Gel.
Abb. 111-23 B (Spur 1) zeigt, dass das native tRNrenskript durch die Met-tRNX®-
Synthetase erfolgreich mit Methionin beladen wurfiine mutierte tRNA™, die eine
Deletion der Cytidin-Nucleotide an Position 31 Ul im stem-loopdes Anticodons besal3,
wurde wie beschrieben, nicht mit Methionin belad@&tb. 11I-23 B, Spur 2; Pestova &
Hellen, 2001).
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Abb. 111-23: Herstellung von tRNA M in vitro. (A) Die Met-tRNAY.-Synthetase wurde durch Transformation
des Expressionsplasmids i coli hergestellt und anschlieBend gereinigt. Die Idiergrung erfolgte durch
Coomassie-Farbung im PAA-Gel (10%). (B) Beladung #RNAM®" mit Methionin durch die Met-tRNX®-
Synthetasén vitro. Die nicht modifizierte tRNA™ (Spur 1) und die mutierte tRNA'ACC (Spur 2) wurden mit
[*°S]-Methionin sowie der Met-tRNX*-Synthetase versetzt und anschlieBend in einem sktdfPAA-Gel
(10%) aufgetrennt. Die mutierte tRNWA'ACC, die nicht mit Methionin beladen werden kann,rdeu als
Kontrolle der Substratspezifitat verwendet.

Diese Ergebnisse zeigten, dass idievitro-Aminoacylierung der tRNA' spezifisch durch
die gereinigte E. coliMet-tRNAM®-Synthetase erfolgen konnte. Des Weiteren wurde
impliziert, dass diein vitro-transkribierte tRNA"™ die richtige Tertiarstruktur besaf und
somit furin vitro-Assemblierungsversuche von Translations-Initiakonsplexen einsetzbar

war.

[.5.2 Herstellung und Reinigung der ribosomalen Untereinkiten, der
Translations-Initiationsfaktoren und von DDX3

Fur die in vitro-Assemblierung von 48S- und 80S-Initiationskomplexemrden die
ribosomalen 40S- und 60S-Untereinheiten sowie digationsfaktoren elF1, elF1A, elF2,
elF3, elF4A, elF4B, elF4G, elF5 und elF5B bendtigie 40S- und 60S-Untereinheiten
wurden aus Kaninchen-Retikulozytenlysat (RRL) gagti(Abb. 11I-24 A). Die Initiations-
faktoren elF2 und elF3 sind Proteinkomplexe ausz®.hbl3 Untereinheiten und wurden
ebenfalls nativ, in diesem Falle aus cytoplasmhgéist Extrakt von HelLa-Zellen prapariert
(Abb. 11-24 B).
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Abb. 1lI-24: Native Reinigung der ribosomalen 40S-und 60S-Untereinheiten sowie von elF2 und elF3A)
Reinigung der ribosomalen Untereinheiten aus Kdr@neRetikulozytenlysat. Die Proteine der gereimgtéS-
und 60S-Untereinheiten wurden in einem PAA-Gel (122fgetrennt und durch Coomassie angefarbt. (B)
Native Reinigung der Proteinkomplexe elF2 (3 Uritdreiten) und elF3 (13 Untereinheiten) aus cyto-
plasmatischem HelLa-Extrakt. Die Proteine wurderiilem PAA-Gel (10%) aufgetrennt und durch Coomassie
angefarbt.

Pisarevet al (2007b) zeigten, dass fur dia vitro-Assemblierung von 48S- und 80S-
Initiationskomplexen rekombinant hergestellte uadhiolgend gereinigte Initiationsfaktoren
verwendet werden konnen. Daher wurden die cDNAs,fidli elF1, elF1A, elF4A, elF4B,
elF4G, elF5 und elF5B codierten, von Gesamt-RNAHuwisS7-Zellen generiert. Die Proteine
wurden durch Transformation der Expressionsplasimide coli hergestellt und anschlielRend
gereinigt (Abb. 11I-25 A). Aufgrund der geringendéuktion des vollstandigen elF5B-Faktors
(139 kDa) inE. coli erfolgte nur die Reinigung des C-terminalen Bdrei(Aminosauren 587-
1220) dieses Proteins (Abb. I1I-25 A). Dieser ettdée GTP-Bindedomane und ist in der
vitro-Assemblierung eines 80S-Ribosoms funktionell (eeal, 1999; Leeet al, 2002). Fur
den scaffoldFaktor elF4G (175 kDa) wurde das gleiche Probleeschrieben. Deshalb
erfolgte fur diesen lediglich die Reinigung der tieien Domane, die die Aminosauren 737-
1116 umfasst (Abb. IlI-25 A) und die elF3- und eM-Baktoren kooperativ binden kann
(Lamphearet al, 1995; Korneevat al, 2000). Diese elF4G-Domane ist ebenfalls inider

vitro-Assemblierung des 80S-Initiationskomplexes funlglb(Pisareet al, 2007b).

In initialen Ansatzen wurde DDX3 rekombinant als NBO-Fusionsprotein inE. coli
hergestellt. Das Protein konnte zwar |6slich proelizwerden, wurde aber partiell durch
Proteasen abgebaut. In einem alternativen Ansaidem das DDX3 ohne SUMO-Fusion in
E. coli hergestellt wurde, konnte DDX3 auxclusion bodiesmit dem richtigen Molekular-
gewicht gereinigt werden. Beide DDX3-Varianten aggerten jedoch mit den Initiations-
faktoren und ribosomalen Untereinheiten unter deffeFbedingungen fir dien vitro-
Assemblierung der 48S- und 80S-InitiationskompleXas diesen Grinden wurde DDX3
schlie3lich als N-terminales Fldge-Fusionsprotein aus Hek293-Zellen durch eine Immun-
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affinitdtschromatographie mit einem anti-Flag-Aitiger gereinigt (Abb. 111-25 B). Als
Kontrolle in der anschlieBendeimm vitro-Assemblierungsreaktion wurde eine affinitats-
chromatographische Reinigung aus Hek293-Zellen eedst, in denen DDX3 ohne Fléag
vorlag.
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Abb. I1I-25: Reinigung von rekombinanten elFs und von Flag-DDX3. (A) Die rekombinanten Proteine elF1,
elF1A, elF4A, elF4B, elF4¢,.4116 €lF5 und elF5Bs;.1000 Wurden inE. coli hergestellt und anschlieRend
préapariert. (B) Flag-DDX3 wurde durch Transfektibes Expressionsplasmids in Hek293-Zellen produmniedt
mit einem anti-Flag-Antikorper durch eine Affinigaschromatographie gereinigt (Spur 2). Als Negaiitkolle
fur die Immunaffinitatsreinigung wurde ein Extrakdin Hek293-Zellen verwendet, die mit einem codidem
Vektor fur ein DDX3 ohne Flatpg transfiziert wurden (Spur 1). Die Proteine wurdeeinem PAA-Gel (10%)
aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt.

1.5.3 Rekombinant gereinigtes DDX3 fordert die Assembliasng des 80S-
Initiationskomplexes in einemin vitro-rekonstituierten Translationssystem

In diesem finalen Experiment wurde der Einfluss dgareinigten DDX3 auf die
Assemblierung der 48S- und 80S-Initiationskomplexie einemin vitro-rekonstituierbaren
Translationssystem mit den aus Abschnitt 111.5.1d Uh.5.2 hergestellten Komponenten
untersucht.

Zuvor war aber noch festzustellen, ob das Flag-DOMX3 von Initiationsfaktoren und
ribosomalen Untereinheiten war, da sonst die Engsbneinerin vitro-Assemblierung
verfalscht wirden. Der Western-Blot in Abb. IlI-2A@bestatigte, dass Flag-DDX3 und ebenso
die entsprechende Kontrolle nicht mit Initiatiorigtaen kontaminiert waren, d.h. es konnten
weder elFa, elF3c, elF5 noch ribosomale Proteine der 40S- 6@8-Untereinheiten in
diesen Praparationen nachgewiesen werden. In Wiséremung damit konnte auch in einem
Translations-Initiationsexperiment, das ausschéRImit Flag-DDX3 und der fP]-
markierten RNA HCV-5'UTR-sORF-3'UTR durchgefihrt wie, weder die Existenz von
48S- noch 80S-Initiationskomplexen festgestellt deer In Analogie zur Kontrollreaktion
sedimentierte die fiur die Translations-Initiatioxgerimente eingesetzte HCV-RNA
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ausschlieflich in die ersten drei Fraktionen dexlsaose-Gradienten (Abb. 111-26 B). Die
HCV-RNA wurde deshalb verwendet, weil die HCV-IRER 40S-Untereinheit direkt zur
Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes bindet .(¥dib. 11I-27; Pestovat al, 1998).
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Abb. 11I-26: Test des gereinigten Flag-DDX3 auf die Prasenz kontaminierender Translations-

Initiationskomponenten bzw. auf die Bildung von 48Sund 80S-Initiationskomplexen.(A) Western-Blot-
Analyse des gereinigten Flag-DDX3 und der Kontrofi DDX3 ohne Flagag. Dazu wurden der Ausgangs-
extrakt (Input) und die Praparationen an gereinigi2DX3 und der Kontrolle parallel mittels eines \Wén-
Blots mit Antikdrpern gegen die jeweils gekennzerten Translationskomponenten getestet. (B) Transk
Initiationsreaktion mit der’fP]-markierten RNA HCV-5'UTR-sORF-3'UTR und dem gimigten Flag-DDX3
sowie der Kontrolle (n=1). Die Initiationsreaktiovurde wie in Abschnitt 111.3.1 beschrieben durchgdet und
der Ansatz anschlief3end in einem 5-25% linearect@aiose-Gradienten aufgetrennt.

In weiteren Vorversuchen wurde getestet, ob dieiggten ribosomalen Untereinheiten
funktionell waren bzw. ob diese die eingesetzfém]fmarkierten RNAs 5’cap-sORF-poly(A)
und HCV-5’'UTR-sORF-3'UTR unspezifisch binden oderoghcherweise auch ohne
Initiationsfaktoren 80S-Ribosomen ausbilden konnté&b. 11I-27 C zeigt, dass eine
Translations-Initiationsreaktion mit der 40S-Unieheit und der 5’cap-sORF-poly(A)-RNA
nicht zur Ausbildung eines 48S-Initiationskomplefié@srten. Das gleiche Ergebnis wurde fir
die 60S-Untereinheit und fur die Kombination au$-40nd 60S-Untereinheiten erhalten. Im
Gegensatz dazu wurde mit der HCV-5’UTR-sORF-3'UTRAR bei Einsatz der 40S-
Untereinheit ein 48S-Initiationskomplex ausgebilddetektierbare Radioaktivitat in der
Fraktion 7 des Gradienten, Abb. IlI-27 D). Im Vexnigh zur 40S-Untereinheit konnte nur eine
deutlich verminderte Assoziation der 60S-Untereithaie die HCV-RNA festgestellt werden
(Abb. IlI-27 D, Fraktion 9). Dieses Ergebnis stinemwiederum mit dem bereits
beschriebenen Aspekt Uberein, dass die 40S-Unkexieidirekt zur Ausbildung des 48S-
Initiationskomplexes an die HCV-IRES binden kaner Reaktionsansatz der HCV-RNA mit
der 40S- und 60S-Untereinheit fuhrte wieder zurNdsing des 48S-Initiationskomplexes,
aber nicht zur Assemblierung eines 80S-Ribosomes iurde deutlich, da die HCV-RNA
nur in den Fraktionen detektierbar war, in die awkh 48S-Initiationskomplexe nach
alleinigem Einsatz der 40S-Untereinheit nachgewiegarden (Abb. 11I-27 D).
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Abb. 11I-27: Test auf Funktionalitéat der ribosomalen Untereinheiten. (A, B) Schematische Darstellung der
mRNA- und HCV-RNA-Konstrukte, die in diesem Expeemt verwendet wurden (vgl. Abb. 111-13 und Abb.
I1I-15). (C, D) Translations-Initiationsreaktion@m der (C) 5'cap-sORF-poly(A)- und an der (D) HCWJBR-
SORF-3'UTR-RNA mit den 40S-, 60S- und der Kombioataus 40S- + 60S-Untereinheiten, die nachfolgand i
einem 5-25% linearen Saccharose-Gradienten aufgetreurden (n=1). Durchgezogene Linie, Quadratdeda
mit der 40S-Untereinheit. Gestrichelte Linie, Dokie: Daten mit der 60S-Untereinheit. Gepunkteteid,in
Kreise: Daten mit der Kombination aus 40S- und @@fereinheiten.

Die Ergebnisse lieferten somit wichtige Indizierfiotadass die praparierten 40S- und 60S-
Untereinheiten aus dem Kaninchen-Retikulozytenlysaiktionell waren. Das heil3t, eine
unspezifische Bindung der 40S-Untereinheit an ttalmRNA bzw. der 60S-Untereinheit
an die HCV-RNA und 5’cap-mRNA konnte dabei nichstfgestellt werden. Dagegen wurde

wie zu erwarten, die Bindung der 40S-Untereinheitie@ HCV-IRES nachgewiesen.

Um im néchsten Schritt zu untersuchen, ob DDX3 Aiesbildung des 48S-Initiations-
komplexes an einer mRNA fordert, wurde diéP]-markierte RNA 5'cap-sORF-poly(A)
unter Translations-Initiationsbedingungen mit deetNRNAM®' und den Faktoren elF1,
elF1A, elF2, elF3, elF4A, elF4B, elF44.1116 elF5 sowie der 40S-Untereinheit versetzt.
Dieses Experiment wurde in Anwesenheit von DDX3 dedKontrolle durchgefuhrt. Dig
vitro-assemblierten 48S-Initiationskomplexe wurden anms@behd in einem linearen
Saccharose-Gradienten aufgetrennt. Es zeigte dags DDX3 im Vergleich zum Kontroll-
ansatz die Bildung des 48S-Initiationskomplexesdan mRNA nicht beeinflusste (Abb.
[11-28 C, Fraktionen 7 und 8).

Terenin et al (2008) berichteten, dass an der HCV-IRES aucle @l2-unabhangige
Initiation zur Ausbildung des 48S-Initiationskomyds ablaufen kann. Deshalb wurde die
Translationsinitiation im folgenden Experiment agr §f°P]-markierten RNA HCV-5'UTR-
SORF-3'UTR ausschlieRlich mit der Met-tRNA, elF3 und der 40S-Untereinheit durch-
gefuhrt. Diese Anordnung wurde auch deshalb veregnaeil zuvor eine direkte Protein-
Protein-Interaktion von DDX3 mit elF3 und der 408teteinheit gezeigt wurde (vgl. Abb.
[11-12). Aus Abb. 11I-28 E (Fraktionen 8 und 9) wlirdeutlich, dass auch in dieser IRES-
abhangigen Initiationsreaktion, die bis zur Aushilg des 48S-Initiationskomplexes verlief,

keine Stimulierung durch DDX3 im Vergleich zur Kavite festgestellt werden konnte. Um
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im néachsten Schritt die Assemblierung des 80Salmmnskomplexes zu erreichen, wurden die
assemblierten 48S-Initiationskomplexe an der mRNAv.ban der HCV-RNA mit dem
Initiationsfaktor elF5Bg7.1220 Und der 60S-Untereinheit versetzt. Es zeigte sddss in
Anwesenheit von DDX3 die Assemblierung von 80S-Rdroen sowohl an der 5’cap-mRNA
als auch an der HCV-RNA im Vergleich zur Kontrafleutlich stimuliert wurde. Das wurde
durch erhéhte Mengen an detektierbarer RNA in dektlonen des 80S-Ribosoms gezeigt
(Abb. 11I-28 D, Fraktion 13; F, Fraktionen 11 un@)1Die Erhéhung der RNA-Menge in den
Fraktionen der 80S-Ribosomen korrelierte wiederuinemmer verringerten RNA-Menge in
den Fraktionen der 48S-Initiationskomplexe. Einengtlerein vitro-Assemblierung der 80S-
Ribosomen in Anwesenheit von DDX3 konnte in ca. 68ltér Assemblierungsexperimente
beobachtet werden. In den Kontrollreaktionen wurdekeinem Fall eine verbesserte
Assemblierung des 80S-Ribosoms festgestellt.
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Abb. 111-28: Gereinigtes DDX3 stimuliert die Assembierung von 80S-Initiationskomplexenin vitro. (A, B)
Schematische Darstellung der RNAs 5’cap-sORF-pglyghd HCV-5’'UTR-sORF-3'UTR, die fir diese
Experimente verwendet wurden (vgl. Abb. 111-13 uAdb. 111-15). (C) In vitro-Assemblierung des 48S-
Initiationskomplexes an der mRNA in Anwesenheit Wet-tRNAY®, der 40S-Untereinheit und den Initiations-
faktoren (elFs) elF1, elF1A, elF2, elF3, elF4A, 4B elF4Gs7.1116S0Wie elF5. (D)n vitro-Assemblierung des
80S-Initiationskomplexes, ausgehend von den 48&ionskomplexen aus (C) in Anwesenheit der 60S-
Untereinheit und elF58;.10¢ (E) In vitro-Assemblierung des 48S-Initiationskomplexes an deVHRNA in
Anwesenheit von Met-tRNA®, elF3 und der 40S-Untereinheit (sieche Tereminal, 2008). (F)In vitro-
Assemblierung des 80S-Initiationskomplexes, ausgghive®n den 48S-Initiationskomplexen an der HCV-RNA
aus (E) in Anwesenheit der 60S-Untereinheit undBik.1,2¢ Alle Translations-Initiationskomplexe wurden in
einem 5-25% linearen Saccharose-Gradienten aufgetr®ie Radioaktivitdt wurde gegen die Gradienten-
fraktionen aufgetragen. Die Diagramme zeigen gimdsentatives Experiment. Zur besseren Auflésumd) die
Messungen aus den Fraktionen mit geringer Sacoddorzentration nicht gezeigt.
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Diese Daten bestatigten die zuvor erhaltenen Eigebn aus den Translations-
Initiationsversuchen mit DDX3-depletierten Huh7-Sxtrakten (vgl. Abb. 11I-21 und Abb.

[11-22). Es wurde deutlich, dass DDX3 den zweitechi8t der Translationsinitiation, die
Assemblierung des 80S-Initiationskomplexes fordddie Bildung des 48S-Initiations-
komplexes wird dagegen durch DDXS3 nicht beeinflusst

.6 Untersuchungen zur Rolle einzelner Proteindomanenon DDX3 wéhrend
der Translation

Die nachfolgenden Experimente sollten klaren, abdién férdernden Effekt von DDX3 in
der Translation eine enzymatische Aktivitat bzwstmemte Doménen dieses Proteins
essentiell waren.

1.6.1 DDX3 fordert die Translation unabhangig von dessenATPase- und
Helikaseaktivitat

Aufgrund von widersprichlichen Aussagen in der rater zur Rolle der ATPase- und
Helikaseaktivitdt von DDX3 in der Translation selltuntersucht werden, ob diese
Enzymaktivitaten eine Rolle bei der hier festgdistel Translations-unterstiitzenden Wirkung
des Proteins besitzen.

Dazu wurde zunachst eine DDX3-Variante hergestdi#, finf Aminosauresubstitutionen
aufwies. So wurde die Bindung und Hydrolyse von AdiRch Substitutionen im Q-Motiv
unterbunden (Y200A; Q207A; Cordet al, 2004). Zudem wurden anhand von Literaturdaten
Substitutionen im Walker A-Motiv (Motiv 1: K230A)osvie im Walker B-Motiv (Motiv 2:
D347A, E348A) eingefuhrt, die die ATPase- und Hasi&aktivitat inhibieren sollten (Cordin
et al, 2006).

Im folgenden Experiment wurden natives DDX3 und iert#s Protein Uber entsprechende
Expressionsplasmide in Hek293-Zellen hergestellir Dnterscheidung von endogenem
DDX3 wurden die cDNAs mit einer codierenden Sequimzeinen N-terminalen Flagg
fusioniert. Der Western-Blot in Abb. 111-29 A beleglass die DDX3-Menge (sowohl beim
WT als auch bei der Variante) im Vergleich zum egeteen DDX3 um ca. den Faktor 4
erhoht werden konnte. Um den Effekt dieser Ubemsgion zu untersuchen, wurden die
Zellen nachfolgend mit den Luciferase-Reporterkarkén 5’cap-Luc-poly(A) und HCV-
5'UTR-Luc-3'UTR transient transfiziert (Abb. 11I-28B). Als Kontrolle wurden Hek293-
Zellen verwendet, die mit einem Vektor ohnserttransfiziert wurden. Wie zuvor d&nock
downvon DDX3 (vgl. 111.1.1), hatte auch die Uberexmien vonDDX3 und des mutierten
Gens keine Auswirkungen auf die Zellviabilitat. DMessung der Luciferaseaktivitat ergab,
dass durch die Uberexpression \llag-DDX3 die cap- und IRES-abh&ngige Translation um
das ca. 2-fache im Vergleich zur Kontrolle gesteigaurde (Abb. 111-29 C). Interessanter-
weise wurde ein analoges Ergebnis mit der Variktag-DDX3yu: (Y200A, Q207A, K230A,
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D347A, E348A) erhalten. Die Translation der 5’capetpoly(A)-RNA war um das 1,7-fache
und der HCV-5'UTR-Luc-3'UTR-RNA um das 2,1-fachehéht (Abb. 11I-29 C). Um
auszuschliel3en, dass diese Unterschiede in deslatam nicht durch Unterschiede in den
RNA-Mengen der Luciferase-Reporterkonstrukte heggoufen wurden, erfolgte die
Isolierung der Gesamt-RNA zu dem Zeitpunkt, an @eich die Luciferaseaktivitat gemessen
wurde. Dabei wurde festgestellt, dass die Mengder @RNAs in den DDX3-lUber-
exprimierenden Hek293-Zellen auf ca. 75% im Vedleiur Kontrolle reduziert waren (Abb.
[1I-29 D). Da jedoch die Mengen der Luciferase-Re@oRNAS in den Flag-DDX3-
produzierenden Zellen nicht die der Kontrolle Gbegen, konnte diese Veranderung der
RNA-Menge als Ursache fir die gesteigerte Trarmtatder 5'cap-mRNA bzw. der HCV-
RNA ausgeschlossen werden.
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Abb. 11I-29: DDX3 stimuliert die Translation, auch mit nicht funktionellen ATPase- und Helikase-
Domaénen.(A) Western-Blot-Analyse des cytoplasmatischen &k von Hek293-Zellen. Diese wurden zuvor
mit Expressionsplasmiden transient transfizies, fir Flag-DDX3 und Flag-DDXg, codierten. Das endogene
und durch Uberexpression produzierte DDX3 wurde eiiem anti-DDX3-Antiserum nachgewiesen. Hek293-
Zellen, die mit einem Vektor ohnieserttransfiziert wurden, dienten als Kontrolle. FlagK8y,; wurde durch
Generierung von Punktmutationen déilag-DDX3-cDNA hergestellt. Diese Mutationen fihrten zur
Inaktivierung der enzymatischen ATPase- und Hedikativitat (Q-Motiv: Y200A, Q207A; Motiv I: K230A;
Motiv II: D347A, E348A, siehe Cordiet al, 2006). Schematische Darstellung der LuciferaspelRer-RNAs,
die in diesem Experiment verwendet wurden (vgl. AHb6 und Abb. IlI-7). (C) Luciferaseaktivitat im
Zellextrakt von Hek293-Zellen, die mit den fur FHB®PX3 und Flag-DDX3%,; codierenden Expressions-
plasmiden 24 h zuvor transfiziert wurden. Die Lecdiseaktivitdt wurde 1 h nach Elektroporation der
entsprechenden Reporter-RNAs bestimmt. (D) Vergleier RNA-Mengen der Luciferase-Reporterkonstrukte
in Hek293-Kontrollzellen und in den Hek293-Zellatie Flag-DDX3 bzw. Flag-DDXg3, produzierten. Die
Bestimmung der relativen Transkriptmengen erfolgigels gRT-PCR. Fehlerbalken représentieren Stakda
abweichungen von vier unabhéangigen Experimenten.
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Diese Ergebnisse zeigten zum einen, dass entgesgtageu den Daten der DDX3-Depletion
eine Uberexpression vddDX3 die Translation stimuliert. Zum anderen wurde liet dass
die Funktion von DDX3 in der Translation unabhéngmn der ATPase- und Helikase-
aktivitat des Proteins ist.

11.6.2 DDX3 fordert die Translation ausschlie3lich mit volstdandigem N-Terminus

In der Literatur zu DEAD-Box-RNA-Helikasen wurde gtoliert, dass die N- und C-
terminalen Bereiche dieser Proteine die Kontaktésdwen anderen Proteinen in Protein-
komplexen vermitteln (Cordiat al, 2006; Fuller-Pace, 2006). Um dies an DDX3 und€ees
Funktion in der Translation zu untersuchen, wurB&X3-Varianten mit einem deletierten
N- und C-Terminus hergestellt. Zusatzlich wurdeeeMariante generiert, in der der C-
Terminus und die Doméane 2 von DDX3 deletiert wurdabb. 111-30 A). Alle Varianten
wurden wiederum mit einem Flagg hergestellt. Der Western-Blot in Abb. 11I-30 B ggi
dass jede der DDX3-Varianten in Hek293-Zellen gemerwurde. Entsprechend wurde
anschlieBend in Zellen, die diese DDX3-Variantethietten, die Translation der nachfolgend
transient transfizierten Reporter-RNA 5’cap-Lucygsl) gemessen. Die HCV-RNA wurde in
diesen Translationsexperimenten nicht eingesetei, alle bisherigen Daten mit der 5’cap-
MRNA und der HCV-RNA identisch waren (vgl. Abb.-8] Abb. 11I-7, Abb. IlI-20, Abb.
[11-21, Abb. IlI-22 und Abb. 11I-28). Wie in den @n aufgezeigten Ergebnissen, so konnte
auch im Vergleich zur Kontrolle (Vektor ohnmser) eine um ca. 1,6-fach erhthte
Luciferaseaktivitat mit Extrakten von Zellen generssverden, die den WT von Flag-DDX3
enthielten (Abb. 111-30 C). Interessanterweise kiendiese Stimulierung nicht mit der N-
terminalen DDX3-Deletionsvariante (Flag-DD%ges) gemessen werden. Dagegen zeigten
die Experimente mit den Varianten Flag-DDX%3, und Flag-DDX3.sg2 analog zum WT von
Flag-DDX3, eine erhthte Luciferaseaktivitdt im Veigh zur Kontrolle (Abb. 11I-30 C).
gRT-PCR-Messungen in Abb. 11I-30 D sicherten algsddie Unterschiede in der Translation
der Luciferase-mRNAs nicht durch Unterschiede in B&IA-Mengen hervorgerufen wurden.
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Abb. [1I-30: Der N-Terminus von DDX3 ist essentiell fir die Stimulierung der Translation. (A)
Schematische Darstellung der verwendeten Flag-DBX3anten. Die Nummerierungen reprasentieren die
Positionen der Aminosauren im Protein. (B) Westlot-Analyse der Flag-DDX3-Varianten. Expressions-
plasmide, die fir die gekennzeichneten Flag-DDX3ifden codierten, wurden transient in Hek293-Zelle
transfiziert und im Hek293-Zelllysat mit einem aRtag-Antikérper nachgewiesen. Als Kontrolle wurden
Hek293-Zellen verwendet, die mit einem Vektor olingert transfiziert wurden. (C) Luciferaseaktivitat des
5’cap-Luc-poly(A)-Konstrukts im Zelllysat von Hek2%ellen, die mit den codierenden Vektoren fur die
gekennzeichneten Flag-DDX3-Varianten transient sfiiaiert wurden. 24 h nach Transfektion erfolgtee di
Elektroporation der Luciferase-mRNAs in die HekZBdlen, die Flag-DDX3 produzierten. Die Luciferase-
aktivitdt wurde 1 h nach Transfektion der 5’cap-paly(A)-RNA im Hek293-Zelllysat bestimmt und im
Kontrollextrakt auf 100% festgelegt. (D) Bestimmuhgy Menge an 5’cap-Luc-poly(A)-RNA mittels gRT-PCR
in den Kontrollzellen (100%) und den Hek293-Zelldig Flag-DDX3 produzierten. Fehlerbalken reprédsean
Standardabweichungen von vier unabhangigen Expatene

Diese Daten deuteten auf eine wichtige Rolle deJeNninus von DDX3 bei der
unterstitzenden Funktion des Proteins in der Ta#iosl hin. Des Weiteren bestatigten diese
Ergebnisse, dass fur diese Funktion keine enzyomaigktivitdt von DDX3 notwendig ist,
da in der Variante Flag-DDX3,,die Domane 2 deletiert war. Diese enthélt drei mean
Motiven der DEAD-Box-RNA-Helikasen (Motiv IV, V, V| die essentiell fur die
enzymatische ATPase- und Helikaseaktivitat sindrd®oet al, 2006). Dennoch wurde mit

dieser Variante eine ebenso deutliche Steigerungr@aslation erhalten, wie mit dem WT.

Der N-Terminus von DDX3 enthalt speziestibergreifeadhlreiche konservierte Sequenz-
motive und ein potentielles elF4E-Bindemotiv im &eh der Aminosauren 38-43 (Sheh

al., 2008). Um einen Einfluss dieser Sequenzbereictiedi@ Translation zu untersuchen,
wurde ausgehend von der Variante Flag-D%3s; mit verkirztem N-Terminus, die keine
Stimulierung der Translation zeigte (vgl. Abb. 30), der N-Terminus schrittweise verlangert
(Abb. 11I-31 A). In analogen Experimenten wie obéeschrieben, wurde zunachst die
erfolgreiche Expression dieser Varianten in HekZ88en nachgewiesen und nachfolgend
wiederum deren Einfluss auf die Translation derap®eporter-mRNA untersucht (Abb.
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[1I-31 B). Die Luciferaseaktivitdten in den entsginenden Extrakten zeigten, dass die
Varianten Flag-DDX3r.661 Flag-DDX33.661, Flag-DDX3 00661 Und Flag-DDX329.661 die
Translation des Luciferasekonstrukts im Vergleicin Kontrolle (Vektor ohnenser) nicht
stimulierten (Abb. 111-31 C). Die Variante Flag-D3¥¥.661 Mit dem potentiellen elF4E-
Bindemotiv zeigte ebenfalls keine Stimulierung deainslation im Vergleich zum WT (Abb.
[1-31 C).
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Abb. 111-31: Einfluss des N-Terminus von DDX3 auf de Stimulierung der Translation. (A) Schematische
Darstellung der Flag-DDX3-Varianten mit unterschigfter Lange des N-Terminus. Die Nummerierungen
reprasentieren die Positionen der Aminosauren iotei?r. (B) Western-Blot-Analyse der Flag-DDX3-Varian

mit einem anti-Flag-Antikérper im Extrakt von Helk®%Zellen, die durch transiente Transfektion der
entsprechenden Expressionsplasmide hergestelltewuf) Luciferaseaktivitdt des Reporter-RNA-Koukts
5’cap-Luc-poly(A) im Zellextrakt der Hek293-Zelledje Flag-DDX3 produzierten. Die Elektroporationr de
Luciferase-mRNAs und Messung der Aktivitaten derp&teerkonstrukte erfolgte wie in Abb. [1I-30
beschrieben. (D) Bestimmung der Menge an 5'capalg{A)-RNA mittels gRT-PCR in den Kontrollzellen
(100%) und den Hek293-Zellen, die Flag-DDX3 produzn. Fehlerbalken repréasentieren Standard-
abweichungen von vier unabhéangigen Experimenten.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass die Stimulierungrcerslation durch DDX3 ausschliel3lich
bei Vorhandensein eines vollstandigen N-TerminusRi®teins moglich ist.
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v Diskussion

Fur die DEAD-Box-RNA-Helikase DDX3 gibt es verscaiémne Erkenntnisse, nach denen das
Protein an allen Schritten der zellularen Genexgioes beteiligt ist. Es reguliert die
Transkription von bestimmten Promotoren (Botlaguetaal, 2008; Schrodeet al, 2008;
Soulatet al, 2008), wird zwischen dem Kern und Cytoplasmagpantiert und férdert den
Kernexport von spezifischen RNAs (Sekiguehial, 2004; Yedavallet al, 2004; Laiet al,
2008). Experimentelle Daten, die mit dem Hefe-hageh Enzym von DDX3, dem Protein
Dedl erhalten wurden, indizierten eine potentiéilenktion in der Translationsinitiation
(Chuanget al, 1997). Zudem lie3en diese Daten vermuten, dad4 Bekundéarstrukturen in
der 5’UTR von mRNAs modifiziert bzw. an der Umstiutierung von mRNP-Translations-
komplexen beteiligt ist (Berthelet al, 2004; Marsdert al, 2006; Hillikeret al, 2011). Vor
dem Hintergrund, dass DDX3 mit zahlreichen TramstestInitiationsfaktoren (elF2, elF3,
elF4A, elF4E) und dem poly(A)-Bindeprotein PABPQGeragiert, wurde bislang postuliert,
dass es eine dhnliche Funktion wie Ded1 in derslation besitzt (Laet al, 2008; Leeet al,
2008; Shihet al, 2008). Wie bereits in der Einleitung ausgeflbat es bisher nur Hinweise
aus Studien einer siRNA-vermittelten Depletion BIDX3 auf eine wichtige Funktion dieses
Proteins in der Translation und im HCV-Lebenszyklus

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konntemeist ermittelt werden, wie DDX3 im
Translationsprozess und im Lebenszyklus des Hep@&tivirus involviert ist. Die Ergebnisse
werden unter folgenden Gesichtspunkten diskutiert:

* die Bedeutung von DDX3 im Lebenszyklus des Hepa@tVirus,
» die Bedeutung von DDX3 in der cap- und IRES-abhgewiTranslation,

« die Funktion einzelner Doméanen von DDX3 im Tranelaprozess.

Die Bedeutung von DDX3 im Lebenszyklus des Hepsaidi Virus.

RNA-Viren wie das HCV, kooptieren und modulierere diellulare Maschinerie, um sich
effizient vermehren zu kénnen, aber auch um Abweliranismen zu inhibieren, die ihre
Ausbreitung verhindern (Vidalain & Tangy, 2010; Nag Pogany, 2011). Um insbesondere
eine effiziente Translation und Replikation des HGEhoms zu gewahrleisten, kommt es zu
vielfaltigen funktionellen Wechselwirkungen der alen Proteine und der HCV-RNA mit
zahlreichen Proteinen der Zelle, den s.g. Wirtsiakt. Genom-Ubergreifende Ansatze
basierend auf RNAI, fuhrten zur Identifizierung vhanderten potentiellen Genen, die die
Vermehrung des HCV beeinflussen (Ranaalal, 2007; Liet al, 2009; Taiet al, 2009). Ein
weiteres leistungsfahiges System, welches zur ifdg@etung von potentiellen Wirtsfaktoren
im viralen Lebenszyklus fiihrte, waren Kombinatiorears RNA-Affinitatsreinigungen und
nachfolgenden massenspektrometrischen Analysetenan Proteine isoliert und identifiziert
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wurden, die mit dem HCV-Genom interagieren (Hagisal, 2006; Tingtinget al, 2006;
Isken et al, 2007; Weinlichet al, 2009). Der Ausgangpunkt dieser Arbeit basiertiedau
Verwendung dieser letztgenannten Technik. Dabede/lDX3 als ein Protein identifiziert,
das an die 5- und 3'UTR des HCV-Genoms bindet (Weh et al, 2009). Neben DDX3
konnten auch weitere Proteine identifiziert werdéenen eine Funktion in der Translation
bzw. Replikation von HCV zugeschrieben wird. Dazhlen z.B. IGF2BP1 (Weinlickt al,
2009) und die NFAR-Proteine NF90, NF45 und RHA €Iskt al, 2007). AuRerdem konnten
mit DDX1 und DDX5 zwei weitere DEAD-Box-RNA-Helikas identifiziert werden, die mit
dem viralen HCV-Genom interagieren (Hare$ al, 2006; Tingtinget al, 2006). Die
Funktion von DDX1 im HCV-Lebenszyklus wurde bismecht untersucht, dieses Protein ist
aber in der Lage, die 5’UTR des (-)-Strangs sowe 3JUTR des (+)-Strangs des HCV-
Genoms zu binden (Tingtingt al, 2006). Die RNA-Helikase DDX5 bindet die HCV-3'UTR
und interagiert zusatzlich mit der NS5B-Polymenase HCV (Gohet al, 2004; Harriset al,
2006). Durch diese Assoziation wird DDX5 vermutlichdie RNA-Replikationskomplexe
rekrutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass DDX5 dtig (-)-Strang-RNA-Synthese des HCV
fordert. Dartber hinaus wurde postuliert, dass DORISA-Sekundarstrukturen entwinden
konnte oder weitere Proteine an das virale Gendmutiert, die diesen ersten Replikations-
schritt unterstiitzen (Goét al, 2004).

Aufgrund der Assoziation von DDX3 an die HCV-UTRsinde die vorliegende Studie mit
der Untersuchung des Einflusses dieses Proteingliaufranslation und Replikation von
mono- und bi-cistronischen HCV-Replikons durchgefiibas dabei verwendete persistent
transfizierte bi-cistronische Replikon wurde debhaewahlt, weil dieses System die
Moglichkeit bietet, den Translationsprozess sepavat viralen RNA-Replikationsprozess zu
analysieren. Das Besondere an diesem System &g, @la ca. 1000-facher molarer Uber-
schuss an viralen Proteinen im Vergleich zur (¥a&3-RNA in der Zelle vorliegt (Quinkert
et al, 2005). Wird die Translation tUber die EMCV-IRESilmert, so befinden sich immer
noch genigend virale Proteine in der Zelle, diediinen langeren Zeitraum ein konstantes
Niveau an viraler RNA aufrecht erhalten kdnnen.dege Phanomen wurde im Zuge der
Experimente zur DDX3-Depletion deutlich. So fuhdes Verringerung von DDX3 im
Cytoplasma zu einer deutlichen Reduktion der HChd EMCV-IRES-abhangigen Trans-
lation. Dagegen blieb die Replikation des bi-cistsahen Replikons unbeeinflusst (vgl. Abb.
[1I-2). Diese Ergebnisse stehen somit im Gegensatden Daten von Ariunet al (2007). In
ihren Arbeiten fuhrte eitknock downvon DDX3 zur Reduktion der Menge an HCV-RNA
eines persistent transfizierten bi-cistronischenpliRens auf ca. 50%. Dazu ist aber
festzustellen, dass Ariumi und Mitarbeiter fir ilWatersuchungen ein Replikon des HCV-
Genotyps 1b verwendeten, das eine deutlich scldexReplikationseffizienz in der Zelle hat
als das in dieser Dissertation verwendete HCV-2galikken (vgl. Abb. 1ll-1; Bartenschlager
& Sparacio, 2007). Es ist deshalb anzunehmen, dagsni et al (2007) mit Zellen
arbeiteten, in denen eine deutlich geringere Komagan an viralen Proteinen vorlag. Eine
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Verringerung der Proteinmenge infolge einer vemrmgn Translation musste demzufolge
auch einen starkeren Effekt auf die ReplikationematDie Translation des bi-cistronischen
HCV-Replikons bei einer DDX3-Depletion wurde vomd&utoren nicht untersucht, so dass
in deren Arbeit zu einer potentiellen Funktion \IRRX3 in der IRES-abhangigen Translation
keine Aussage getroffen werden kann.

Mit der transienten Transfektion eines mono-ciggcmen HCV-Replikons wurde dagegen
eine Virusinfektion nachgestellt. Es zeigte sichalag zu den Infektionsexperimenten von
Ariumi und Mitarbeitern, dass die DDX3-Depletiornchi nur die Proteinsynthese Uber die
HCV-IRES reduzierte, sondern auch die Replikatioas dHCV-Replikons deutlich
verminderte (vgl. Abb. IlI-4). Die Reduktion in d&eplikation wurde so interpretiert, dass
nach einer transienten Transfektion der viralen RMiA Nichtstrukturproteinede novo
synthetisiert werden mussen und dadurch nur eineggeMenge dieser fiir die Replikation
der viralen RNA in der Zelle zur Verfigung stehtedbalb wirkte sich in den transienten
Transfektions- bzw. Infektionsexperimenten die B&ph von DDX3 nicht nur auf die
Translation, sondern auch auf die Replikation dEVFRNA aus.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse spradwnit eindeutig fur eine Funktion von
DDX3 im Translationsprozess des Hepatitis C VirAslRerdem wurde deutlich, dass die
Funktion dieses Proteins in der Translation nicl@\bkpezifisch ist, da auch die IRES-
abhangige Translation der EMCV-5'UTR bei ein&nock dowrvon DDX3 reduziert wurde
(vgl. Abb. 1lI-6). Da diese Ergebnisse mit einem WAReplikonsystem erzielt wurden, muss
jedoch in Betracht gezogen werden, dass DDX3 dusch@och weitere Funktionen im
Lebenszyklus des Virus haben kénnte. Dazu zahlerPdbzesse der Virusaufnahme in die
Zelle, die Freisetzung des RNA-Genoms ins Cytopégsdie Virusassemblierung und der
Austritt des Virus aus der Zelle.

Die Bedeutung von DDX3 in der cap- und IRES-abhaggn Translation.

Derzeitige Modelle der Translationsinitiation flukaryotische mRNAs gehen davon aus,
dass die Nucleinsdure wahrend dieses Prozesseszekugare Konformation annimmt
(closed loopModell). Dabei werden durch RNA-Protein- bzw. PnotBrotein-Interaktionen
die 5- und 3'Enden der mRNA in raumliche Nahe geht, was zur Stimulierung der
Translation fuhrt (Jacobson & Peltz, 1996). Der ekalare Mechanismus, wie die
Zirkularisierung der mRNA die Translation fordekonnte bisher jedoch nicht definiert
werden. Seit lAngerem wird aber vermutet, dassTiR&A-Stabilitat durch die Ausbildung
eines mMRNP-Komplexes erhdht wird, wobei die 5- uBiEnden vor dem Abbau von
Nucleasen geschutzt sind. Somit ist die verstaiktnslation vermutlich ein sekundérer
Effekt dieses Phanomens. Weiterhin wird diese &ktigon nur bei vollstandigen mRNAs
ausgebildet und koénnte somit der Qualitatskontrdiémen (Edgil & Harris, 2006; Komarova
et al, 2006). Eine alternative These wurde von A. Saulfgestellt. Er postulierte, dass die
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Zirkularisierung das effiziente Recycling der Ribogen fordert. Nach Erreichen des Stop-
codons an der mRNA am 3’Ende wirden die Ribosomnmerb&nde sofort wieder fir eine
Reinitiation an der gleichen mRNA bereitstehen [Sa& Varani, 2000). Da aber zahlreiche
3'UTRs eine Lange von mehreren 1000 nt besitzenHistbn-mRNAs gar keinen poly(A)-
Bereich enthalten (Marzluff, 1992; Jackseinal, 2010), hat sich inzwischen eine einfachere
Vorstellung durchgesetzt, wie das 3'Ende einer mRNATranslation stimuliert. R. Jackson
und Mitarbeiter postulierten, dass die Verankeruog elF4F zum poly(A)-Bereich tber das
PABPC-Protein den elF4F-Komplex in der Nahe der mARMilt, wenn der Kontakt zum
5'Ende der mRNA unterbrochen wird. In diesem Falirde laut der Autoren elF4F in
Abwesenheit von PABPC verloren gehen und midstaovoaus dem elF4F-Pool rekrutiert
werden (Jacksort al, 2010). Wie in der Einleitung aufgezeigt, kbnnexhleeiche Viren
dieseend to eneKommunikation der UTRs ebenfalls ausbilden. EMQCe¥ii gehen diese
Interaktion mit dem PABPC-Protein durch Bindung gedy(A)-Bereichs und des elF4A-
elF4G-Komplexes ein, der eirem-loopStruktur in der Nahe des AUG-Startcodons der
5'UTR bindet (Jacksort al, 2010). Das HCV bildet diese Zirkularisierung dui8indung
der NFAR-Proteine an die UTRs aus (Isketral, 2007). AuRerdem besitzt das HCV-Genom
einen stem-loop(5BSL3.2), der ca. 60 nt vom Stopcodon der 3'UTRder codierenden
Sequenz von NS5B lokalisiert ist, der eine RNA-RNweraktion mit der 3'’X-Region der
3'UTR bzw. der IRES-Domane llld der 5’UTR eingehemn (Friebeet al, 2005; You &
Rice, 2008; Romero-Lopez & Berzal-Herranz, 2009 BDirale Proteinsynthese und das
Umschalten von der Translation zur Replikation kénrdurch diese Interaktionen moduliert
werden.

Da aus den Replikonexperimenten nicht ersichtlicir,wob eventuell auch codierende
Sequenzen der HCV-NS-Proteine bei der Stimulierdag Translation durch DDX3 eine
Rolle spielten, wurden zur weiteren Spezifizieruieg Translationseffekts mono-cistronische
Reporterkonstrukte mit der HCV- und EMCV-IRES geertr(vgl. Abb. IlI-6). Im Falle des
HCV-Konstrukts wurde durch die Deletion der NS3-BSmdierenden Region auch die
Interaktionsstelle destem-loopsBSL3.2 mit der 5’- und 3'UTR entfernt. Sowohl imeHCV-
IRES-Konstrukt als auch beim EMCV-IRES-Konstrukt rder ein authentisches 3'Ende
verwendet. Bei der EMCV-IRES war dieses ein polyB®reich. Das war fur die
Experimente essentiell, da die HCV-3'UTR auch di®IE/-IRES- und cap-abhangige
Translation stimulieren kann (Burgg al, 2010), was Translationsergebnisse mdglicherweise
verfalschen wirde. Zudem konnten Haetsal (2006) DDX3 als HCV-3'UTR-assoziiertes
Protein identifizieren. Inwieweit diese Interaktidivekt oder indirekt durch andere Faktoren
vermittelt wird, ist unbekannt. Durch das Entferrges poly(A)-Bereichs und der HCV-
3'UTR wurde deshalb zusatzlich der Einfluss von CD3uf die Zirkularisierung und
potentielle Stimulierung der Translation Uber daSnd8e untersucht. Wie in Abb. IlI-6
gezeigt, wiesen alle Luciferasekonstrukte in denXBlepletierten Zellen eine verringerte
Translation auf und bestéatigten damit die zuvor g¢gsenen Effekte in den HCV-
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Replikonexperimenten (vgl. Abb. I1lI-2 und Abb. U). Da trotz deletiertem 3'Ende die
Translation reduziert war, kann DDX3 als Faktorgmsehlossen werden, der die Translation
Uber die Interaktion mit dem 3'Ende fordert. DDXS8t isomit nicht an der RNA-
Zirkularisierung tber die 5’- und 3’'Enden der RNiagolviert. Dartber hinaus konnte auch
eine Rolle von DDX3 bei der Interaktion zwischemdgem-loopsBSL3.2 und der 5'- sowie
der 3'UTR ausgeschlossen werden.

Die Verwendung von mRNA-Reporterkonstrukten mitewusthiedlicher Strukturierung der
5'UTR zeigten eine Reduktion der Translation in DB&epletierten Zellen (vgl. Abb. I1I-7).
Somit wurde deutlich, dass DDX3 eine generell fimde Funktion in der cap- und IRES-
abhéngigen Translation besitzt. Diese Daten stimmgérden Beobachtungen von Leteal
(2008) Uberein. Am Beispiel eines Reporterkonsguker f-Globin-mRNA indizierten die
Autoren, dass DDX3 die cap-abhangige Translatiodeih. Aus der Publikation von Lest

al. (2008) ging aber nicht hervor, ob DDX3 direkt dienslation oder einen anderen Schritt
in der Genexpression beeinflusst. Die Transkriptiowd die mRNA-Prozessierung konnten
die Autoren ausschlieBen. Aufgrund der verwendetechnischen Konstellation der
Experimente von Lee und Mitarbeitern konnte jedoudt ausgeschlossen werden, dass die
gemessenen Effekte auf eine Forderung des Trasspled Reporterkonstrukts aus dem
Zellkern durch DDX3 zurtickzufiihren waren. Die Ustethungen von Laet al (2008)
stimmen ebenfalls mit der in dieser Dissertatiotdeckten férdernden Funktion von DDX3
in der Translation Uberein. Diese Autoren konnteigen, dass eine DDX3-Depletion die
Aktivitat eines mMRNA-Luciferasekonstrukts reduzieflachteilig war allerdings, dass
Expressionsplasmide, die fiur die Luciferase-RNAdi@den, in DDX3-depletierte Huh7-
Zellen transfiziert wurden. Bei dieser Konstellaticst wiederum anzumerken, dass die
direkte Bestimmung des Translationseffekts von DDt erfolgen konnte, da DDX3 auch
in der Transkription und dem RNA-Export aus demrKer das Cytoplasma involviert ist
(Schroder, 2010). Eine grolR3e Diskrepanz der inedi€sssertation erhaltenen Daten gab es
zur Verdffentlichung von Shitet al (2008). Diese Autoren beobachteten, dass die cap-
abhangige Translation durch eine Depletion von DB3KBwliert wurde, wéhrend die HCV-
IRES-vermittelte Translation unbeeinflusst bliet.ilhiren Arbeiten verwendeten die Autoren
ein bi-cistronisches Luciferasekonstrukt. Diesestdred aus einer 5'cap-UTR, dem ORF der
renilla-Luciferase, der HCV-IRES, dem ORF derefly-Luciferase sowie einer poly(A)-
Sequenz am 3’Ende. Da auch der poly(A)-Bereich HIi&/-IRES-vermittelte Translation
stimulieren kann (Bradriclet al, 2006; Bunget al, 2010), ,konkurrieren® hier somit zwei
5'UTR-Translationsstartpunkte mit einem poly(A)-Beh. Hervorzuheben ist, dass die
Luciferaseaktivitaten ausschliel3lich auf ein cosfeziertes Reporterkonstrukt normiert
wurden, das infolge der Depletion von DDX3 ebesfall der Translation negativ beeinflusst
sein musste.

Um auszuschliel3en, dass eine Depletion von DDX3niR&A-Menge beeinflusst, wurden in
dieser Dissertation die RNA-Mengen der Luciferagp®tterkonstrukte bestimmt, die aber
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nicht beeinflusst waren (vgl. Abb. 111-6 und Ablbi-T). Daher konnte ausgeschlossen werden,
dass der Translationseffekt von DDX3 durch unteestiithe RNA-Mengen in den DDX3-
depletierten Zellen hervorgerufen wurde. Die Arbgitppe um M. Niepmann berichtete
zudem, dass in einem bi-cistronischen Reporterkakispicornavirale IRES-Elemente auch
die Translationupstream gelegener Gene durch Ubertragung von Translat&tmien
stimulieren kénnen (Junemanet al, 2007). Dadurch sind die Ergebnisse eines bi-
cistronischen Translationssystems, wie es S#ihal (2008) verwendeten, schwer zu
interpretieren. Aus diesem Grund wurden in diesess@&tation mono-cistronische
Luciferase-Reporter-RNAs eingesetzt. Dies garamtiedass dieser Effekt nicht eintreten
konnte (vgl. Abb. IlI-6 und Abb. 11l-7). Zusammerigsst ist festzustellen, dass die Mehrzahl
der vergffentlichten Daten, die die Rolle von DDiX3der Translation beschreiben, mit den in
dieser Dissertation erzielten Ergebnissen Ubermnstn. Hervorzuheben ist, dass erstmals
der direkte Einfluss von DDX3 in der Translation vivo untersucht wurde, da Reporter-
RNAs in DDX3-depletierte Zellen transfiziert wurdebamit konnten die anderen Schritte
der Genexpression ausgeschlossen werden, die va8 DPeinflusst sein kdnnten, was bei
den anderen Publikationen nicht der Fall war.

Im Folgenden war es eine wichtige Aufgabe, den ifdhrder cap- und IRES-abhangigen
Translation zu identifizieren, welcher durch DDX8f@rdert wird. Daten des Polysomen-
experiments zeigten, dass DDX3 nicht mit aktiv staherenden Ribosomen (Polysomen) co-
sedimentierte (vgl. Abb. IlI-8). Somit kann eine nktion in der Elongation und der
Termination ausgeschlossen werden. DDX3 co-sedieremntaber mit den ribosomalen
Untereinheiten und einzelnen 80S-Ribosomen, waseaud Funktion in der Translations-
initiation oder des Ribosomen-Recyclingprozessedétete. Da DDX3 aber ebenfalls nicht
mit ,freien“, RNA-ungebundenen 80S-Ribosomen assdziwar (vgl. Abb. 11I-13, Abb.
[1I-15 und Abb. 1lI-16), die ca. 70% der Menge alRibosomen in einer Zelle ausmachen
(Cooperet al, 1976; Otto & Puglisi, 2004; Bradriakt al, 2006), kann eine Funktion auch im
Recyclingprozess ausgeschlossen werden. Vielmaltet@a die erhaltenen Daten an, dass
DDX3 trotz unterschiedlicher Initiationsmechanismaer cap-, HCV- und EMCV-IRES-
vermittelten Translation eine Funktion im Initiaigprozess besitzt, was bisher ausschlief3lich
postuliert wurde (Laet al, 2008; Shiket al, 2008).

Die erhaltenenn vivo- undin vitro-Daten zeigten eine explizite Funktion von DDX3 ier d
Translationsinitiation. Es konnte zwar eine Begeihg im scanningProzess und der
Assemblierung des 48S-Initiationskomplexes ausdgessén werden (vgl. Abb. 11I-21, Abb.
[11-22 und Abb. I1I-28), dagegen wurde aber deltlgezeigt, dass DDX3 die Assemblierung
des 80S-Initiationskomplexes, ausgehend vom 48&tionskomplex férdert.

Dass DDX3 keine Funktion irscanningProzess besitzt, wurde als Erstes indirekt mit der
Verwendung von HCV-IRES- und EMCV-IRES-haltigen Reprkonstrukten gezeigt, bei
denen die Luciferaseaktivitaten in DDX3-depletiertgellen reduziert waren (vgl. Abb.
[11-6). Diese IRES-Elemente bendtigen wie bereiifgazeigt, keirscanningzur Ausbildung
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des 48S-Initiationskomplexes (Kamingki al, 1990; Hondaet al, 1996). Zudem konnte die
Funktion von DDX3 in dieser Initiationsphase auspésssen werden, da mRNA-Reporter-
konstrukte mit einer unstrukturierten bzw. kompsgsukturierten 5’UTR verwendet wurden.
Die Initiation der Translation an diesen RNAs begimit einemscanningProzess, um den
48S-Initiationskomplex auszubilden. Da aber dieilanaseaktivitat des Konstrukts mit der
unstrukturierten 5’UTR ebenfalls reduziert war,dam keine Sekundarstrukturen entwunden
werden mussen (vgl. Abb. IlI-7), konnte indirektedlerum ausgeschlossen werden, dass
DDX3 diesen Schritt fordert. Dieses Ergebnis stdddr im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Laiet al (2008). Die Autoren verwendeten fir ihre Untelsutggen mRNA-Luciferase-
Reporterkonstrukte mit drei unterschiedlich struieiden 5’'UTRs. So wurde eistem-loop
von 38 nt, die 5’UTR debuman transforming growth factgr mit zwei kurzenstem-loops
und eine komplex strukturierte 5’UTR der Ornithiedarboxylase aus der Ratte verwendet.
Mit jedem Luciferasekonstrukt wurde in DDX3-depéeten Zellen eine Reduktion erzielt. Da
aber die deutlichste Reduktion mit der am starksteakturierten 5’UTR erhalten wurde,
schlussfolgerten die Autoren, dass DDX3 eine Fumkiin scanningProzess besitzen kdnnte,
ohne dies weiter zu spezifizieren (letial, 2008).

Mit der Untersuchung der Translationsinitiation DDX3-depletierten Extrakten an der
MRNA und an der HCV-RNA konnte dann direkt gezewgirden, dass die Ausbildung des
48S-Initiationskomplexes durch DDX3 nicht geférdentd (vgl. Abb. 111-20, Abb. 111-21 und
Abb. 1lI-22). Somit besitzt es eine andere Funktion der Translation als die bisher
charakterisierten Helikasen DHX29 (DEAH-Box-RNA-Heise 29), elF4A, RHA und das
DDX3-homologe Protein Ded1. Die Gruppe um T. Pestoeigte, dass DHX29 die effiziente
NTPase-abhangige Assemblierung des 48S-Initiatmmgkexes an mMRNAs katalysiert, die
eine komplex strukturierte 5’UTR besitzen. In Abeeleit von DHX29 generierten die 48S-
Initiationskomplexe einemoe print der +8-9 nt vom AUG-Startcodon entfernt war. Durc
Zugabe der RNA-Helikase wurde dire print zur typischen Position von +15-17 nt ver-
schoben (Pisarevet al, 2008). Die Autoren vermuteten daher, dass DHX@9stanning
Prozess indirekt unterstitzt. DHX29 assistiert zdasscanning wahrscheinlich aber nicht
durch Entwindung von Sekundarstrukturen der RNAydeon durch eine konformationelle
Anderung der 48S-Initiationskomplexe infolge seir@indung an die 40S-Untereinheit.
Dadurch scheint die Positionierung der mRNAs im REUWgangskanal der 40S-Untereinheit
in positiver Weise beeinflusst zu sein (Pisar@taal, 2008). Die in dieser Dissertation
erhaltenen Daten deoe printExperimente mit dem DDX3-depletierten Extrakt zeig
dagegen, dass weder Unterschiede in der Interdetat-15-17 nttoe printsvon cap- und
HCV-IRES-RNAs, noch Anderungen in den Positionentde printsauftraten. Daraus kann
eindeutig geschlussfolgert werden, dass DDX3 ké&uaektion im scanningProzess und in
der Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes begitgt. Abb. 111-20, Abb. I1I-21 und Abb.
[11-22). Fur elF4A konnten Pisarew al (2008) in gleicher Weise zeigen, dass diesesiprot
an strukturierten 5’UTRs die Ausbildung des 48Sidtionskomplexes fordert. Die RNA-
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Helikase RHA stimuliert ebenfalls die TranslatioonvmRNAs mit komplex strukturierten
5'UTRs (Hartmanet al, 2006). Es ist aber erneut anzumerken, dass esktdir Effekt von
RHA auf die Translation nicht untersucht werden riken da die siRNA-Experimente mit
Expressionsplasmiden, die fur die mRNAs codiertemchgefihrt wurden. Auch fir Dedl
wurde eine Funktion inscanningProzess postuliert (Chuargg al, 1997; de la Cruet al,
1997; lostet al, 1999). Die Autoren schlussfolgerten diesen Asmiltaus, dass mehrere
kaltesensitiveded:Mutanten bei einem Temperaturibergang auf 15°CDéssoziieren der
Ribosomen von den Polysomen zeigten, was laut Ghegal (1997) auf eine Funktion in
der Initiation hindeutete. Eine definierte Funktison Dedl in der Translationsinitiation
konnte jedoch inzwischen ausgeschlossen werderzeten A. Hilliker und Mitarbeiter,
dass Dedl zum einen als Repressor der Translairty vmdem es die Akkumulation eines
MRNA-elF4F-Komplexes instress granuleg(SGs) fordert (Hillikeret al, 2011). Zum
anderen fuhrt die ATPase-Aktivitat von Dedl abescaifie3end wieder zur Auflosung dieser
SGs, welche zuvor fir die Translation blockiert @var Eine direkte Beteiligung in der
Translation, wie z.B. derscanningProzess, wird damit aber ausgeschlossen.

Die Translations-Initiationsexperimente mit einemDXB-depletierten Extrakt zeigten
dagegen deutlich, dass dieses Protein die Assemijedes 80S-Ribosoms ausgehend vom
48S-Initiationskomplex fordert (vgl. Abb. 111-21 drAbb. 111-22). Diese Funktion von DDX3
im Prozess des 60stbunit joiningwurde durchin vitro-Rekonstitutionsexperimente von
80S-Ribosomen bekraftigt (vgl. Abb. 111-28). Erstishavurde durch die Arbeitsgruppe um A.
Jacobson durch Untersuchungen am poly(A)-BereichmBNASs gezeigt, dass die Initiation
der Translation auf der Stufe des 68unit joiningreguliert werden kann. Der poly(A)-
Bereich stimuliert die Assemblierung des 80S-Rilmesaund hat keinen Einfluss auf die
Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes (Munroe &dabson, 1990). Mit dem poly(A)-
Bindeprotein PABPC konnte auch ein Faktor idensgfizwerden, der diesen Prozess férdert
(Searfosset al, 2001; Kahvejianet al, 2005). Mit dem Protein Vasa awdrosophila
melanogastewurde auch eine DEAD-Box-RNA-Helikase mit dem Pewdes 60Subunit
joining in Verbindung gebracht (Carreea al, 2000; Johnstone & Lasko, 2004). Die Autoren
wiesen eine Interaktion von Vasa mit dem Faktor5BIFhach und postulierten, dass die
Helikase die Assemblierung des 80S-Ribosoms fardertet al. (2009) gingen zudem davon
aus, dass Vasa U-reiche Sequenzelemente in deR3\dh bestimmten mRNAs (z.B. mei-
P26) bindet. Dadurch rekrutiert Vasa moglicherwelise Faktor elF5B zur 40S-Untereinheit,
so dass dieser nachfolgend dasing der 60S-Untereinheit mit der 40S-Untereinheit
katalysieren kann. Die Autoren konnten aber nigigen, ob dieser Schritt tatsachlich durch
Vasa beeinflusst wird und warum elF5B zu diesen ARNicht effizient rekrutiert werden
kann. Das 60Subunit joining wird unter bestimmten Bedingungen auch inhibi&t
interferiert der Proteinkomplex hnRNP K/E1 durchnd@ing an eine spezifische Sequenz der
15-Lipoxygenase-mRNA mit der Assemblierung des Bil$soms auf dieser RNA
(Ostarecket al, 2001).
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An diesem Punkt stellte sich die Frage, mit welch&ktoren der Translationsinitiation
interagiert DDX3, um die Assemblierung des 80S-Rdms zu férdern? Als potentielle
Interaktionspartner von DDX3 im Translationsprozeasrden bisher elF2, elF3, elF4A,
elF4E und PABPC identifiziert (Schroder, 2010). $aidiinf Faktoren wurden aber alle mit
einer Immunprazipitation von DDX3 aus einem Zeltakt co-prazipitiert (Laiet al, 2008;
Leeet al, 2008; Shiret al, 2008). Mit dieser Methode konnten somit auch aelRd elF5 als
potentielle Interaktionspartner von DDX3 identiédi werden (vgl. Abb. 111-10). Da aber aus
solchen IP-Experimenten nicht deutlich wurde, ob X3Ddirekt mit diesen Faktoren
interagiert, wurden fur die Interaktionsstudieneggeigte Faktoren des 43S-PIC verwendet. In
diesem Zusammenhang konnte hier erstmals eineteliheteraktion von DDX3 mit elF3 und
der ribosomalen 40S-Untereinheit nachgewiesen wei@gl. Abb. I11I-12). Obwohl die
Initiation der Translation ein dynamischer Prozisssin dem wechselnde transiente Protein-
Interaktionen stattfinden, war es schwer vorstellalass DDX3 mit allen in diesen IPs
detektierten Faktoren wéahrend der Translation mekter Wechselwirkung steht. Es gibt
dennoch eine Erklarung dazu. Wie in der Einleitandgezeigt, assoziieren alle Initiations-
faktoren, die an der Ausbildung des 48S-Initiatimmplexes beteiligt sind, tber direkte
Protein-Protein-Interaktionen miteinander. So bindd. elF3 im 43S-PIC an die 40S-
Untereinheit sowie an elF1 und elF5 (Tolenal, 1983; Bandyopadhyay & Maitra, 1999;
Fletcheret al, 1999). Auch eine Interaktion von elF3 mit dem tealelF4B konnte gezeigt
werden (Methotet al, 1996). elF5 interagiert auf3erdem noch mit elFl#d wder -
Untereinheit von elF2 (Unbehawt al, 2004; Maaget al, 2006). Wird einer dieser Faktoren
aus einem Zellextrakt prazipitiert, so musste é€dwePrazipitation aller anderen Initiations-
faktoren nachzuweisen sein, was die meisten denebivertffentlichten Daten auch
wiedergeben (Laet al, 2008; Leeet al, 2008; Shihet al, 2008). Einzig kontrovers sind
dabei die Daten von Shet al (2008). Die Autoren wiesen eine direkte Interaktmit dem
cap-Bindeprotein elF4E nach, die durch den N-Teasimon DDX3 vermittelt wird. Dieser
enthalt ein Motiv fur die elF4E-Bindung. Diese Asgion fuhrt vermutlich zur Inhibierung
der cap-abhangigen Translation, da elF4G an diehgleBindestelle von elF4E bindet wie
DDX3 und somit die weitere Initiation der Transtatian mMRNAs blockiert ist. Warum aber
der C-Terminus von DDX3 nahezu mit der gleichenind&t von elF4E gebunden wird,
wurde nicht diskutiert (Shilet al, 2008). Da diese Interaktionsstudien mit rekorabtem
DDX3 aus E. coli durchgefihrt wurden, muss in Betracht gezogen eerddass die
Ergebnisse unspezifische Interaktionen von DDX3 ehf4E darstellen kdnnten, da diese
auch in dieser Dissertation beobachtet wurden @g&chnitt 111.5.2). Aul3erdem konnten A.
Hilliker und Mitarbeiter eine Interaktion von Dedind elF4E nicht nachweisen, obwohl
Dedl1 das gleiche Sequenzmotiv zur elF4E-Bindungztegie DDX3.

Die Interaktion von DDX3 mit der 40S-Untereinhetlje zudem im 48S- und 80S-
Initiationskomplex festgestellt wurde, ist insofemeressant, da der 80S-Initiationskomplex
keine Initiationsfaktoren enthélt (Jacksenal, 2010). Da DDX3 RNA-unabhéngig mit den
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neu assemblierten 80S-Ribosomen co-sedimentiadiat aber mit der 60S-Untereinheit, ist
anzunehmen, dass dieses Protein wahrscheinlichdiedBindung an die 40S-Untereinheit
mit dem 80S-Ribosom interagiert (vgl. Abb. IlI-8bi 111-9, Abb. IlI-12 und Abb. 111-17).
Diese Annahme wird durch die experimentellen Betugéstitzt, die zeigten, dass DDX3
wahrend der gesamten Initiationsphase RNA-unabgéngdider 40S-Untereinheit interagiert
(vgl. Abb. 111-17).

Der Anteil an DDX3, fir den eine Assoziation de novoassemblierte 48S- und 80S-

Initiationskomplexe festgestellt wurde, war relagering im Vergleich zur Gesamtmenge des
Proteins im Cytoplasma (vgl. Abb. [lI-13 und Abbl-15). Das verwundert aufgrund des

multifunktionalen Charakters von DDX3 nicht, denrevbereits dargestellt, ist das Protein
nicht nur in die Translation involviert, sondernt laach Funktionen in der transkriptionalen
und post-transkriptionalen Regulation der Gene)gioes der Regulation des Zellzyklus und
in der angeborenen Immunantwort (Schroder, 2016). duge der semi-quantitativen

Bestimmung der DDX3-Menge in den Fraktionen der-Bit®somen wurde jedoch deutlich,

dass DDX3 dennoch zu einem erheblichen Anteil, Zu4&% in den neu gebildeten 80S-
Ribosomen assoziiert war (vgl. Abb. 1lI-14). Wirerficksichtigt, dass durch Scherkréfte
wahrend der Zentrifugation ein erheblicher Antal2DX3 von den ribosomalen Komplexen

dissoziiert, so kann postuliert werden, dass eio3&il der assemblierten 48S- und 80S-
Initiationskomplexe DDX3 gebunden hat und dieseo&ggion offenbar die Assemblierung

des 80S-Ribosoms unterstitzt. Im gleichen Kontexzudist anzumerken, dass bei der
Untersuchung der Helikase DHX29 die 40S-Untereieneidieses Protein vollsténdig

gebunden haben, die DHX29-enthaltenden 40S-Kommaéee nur 10% der Menge an 40S-
Gesamtkomplexen reprasentierten (Pisast\al, 2008).

Tereninet al (2008) entdeckten einen einfacheren Initiatiordmaismus der Translation an
der HCV-IRES. Bis auf die ribosomalen Untereinheitgerden zur Assemblierung eines
80S-Ribosoms nur die Initiationsfaktoren elF3 unifF58 gebraucht. Wie in dieser
Dissertation festgestellt werden konnte, wird dul@BX3 die Assemblierung des 80S-
Ribosoms in diesem Initiationsmechanismus ausgeheath 48S-Initiationskomplex
beschleunigt (vgl. Abb. 11I-28). Daher ist davorsaugehen, dass ein oder mehrere dieser vier
Translationsfaktoren eine Interaktion mit DDX3 e2hgn, damit das Protein in diesem
Prozess aktiv sein kann. Eine Interaktion mit d@S-&ntereinheit und elF5B konnte
ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 11I-8 und Abb.10). In Anlehnung an die bereits oben
diskutierten Interaktionsstudien kann davon ausggga werden, dass DDX3 wiederum tber
seine Interaktion mit elF3 und der 40S-Untereinlredie Translationsinitiation involviert ist.

In Auswertung dieser Daten ist vorstellbar, dassXBals Teil des 43S-PIC in den 48S-
Initiationskomplexe auf zu translatierenden RNAsseasbliert wird und dass DDX3-
assoziierte 48S-Initiationskomplexe die 80S-Inibaskomplexe schneller ausbilden kénnen.
Damit die 60S-Untereinheit mit dem 48S-Initiatiooskplex interagieren kann, missen die
Initiationsfaktoren von der 40S-Untereinheit dissoen, so dass elF5B das 66&sunit
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joining katalysieren kann (Pestow al, 2000). Da DDX3 weder mit der 60S-Untereinheit
noch mit elF5B interagiert (vgl. Abb. 11I-8 und AbhI-10), scheint ein Einfluss wéhrend der
Translation auf diese Faktoren eher ausgeschlogsenst daher wahrscheinlicher, dass
DDX3 wiederum uber die Assoziation mit elF3 und dé6-Untereinheit die Konformation
des 48S-Initiationskomplexes beeinflusst. So zeigtdiesem Zusammenhang die Arbeits-
gruppe um C. Hellen, dass der Initiationsfaktor3elfr der HCV-IRES-abhangigen Trans-
lation keine Funktion in der Ausbildung des 48Sid#tionskomplexes besitzt, jedoch
essentiell fir die Assemblierung der 80S-RibosomseriPestovaet al, 1998b). T. Pestova
und Mitarbeiter postulierten zum einen, dass elk8 Kbonformation des 48S-Initiations-
komplexes modifiziert, so dass dieser nach Dissionades Faktors elF3 von der 40S-
Untereinheit, die 60S-Untereinheit binden kann. ZAamderen wird vermutet, dass elF3 in un-
mittelbarer Weise in das 6GsHunit joininginvolviert ist. In der cap-abhéngigen Initiations-
reaktion ist die Funktion von elF3 u.a. dasmnningzu unterstitzen (Jacksat al, 2010).
Scheinbar induziert auch hier die Bindung von edif3die 40S-Untereinheit, in dieser eine
Anderung der Konformation, die essentiell fir dganningProzess ist. Die Interaktion von
DDX3 mit elF3 und der 40S-Untereinheit im 48S-kitbnskomplex kdnnte also zur
Modifikation der Konformation dieses Komplexes féihr Ein Szenario ist, dass elF3 in
Anwesenheit von DDX3 schneller aus dem 48S-Indragkomplex freigesetzt und somit eine
beschleunigte Assemblierung des 80S-Ribosoms eichbglird (Abb. IV-1). Da alle Inter-
aktionen von DDX3 mit der Translationsmaschinerahhéngig von RNA ausgebildet
werden (vgl. 111.2.4 und 11.3.4), kann die Optiodass dieses Protein nur Uber die Helikase-
aktivitat RNA-Strukturen in den Initiationskomplexenodifiziert, ausgeschlossen werden.
Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, dass eiDX3¥Variante ohne ATPase- und
Helikaseaktivitdt dennoch die Translation fordefggl. Abb. I1I-29, siehe nachfolgenden
Punkt der Diskussion).
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Abb. IV-1: Modell der Funktion von DDX3 in der Tran slationsinitiation. Die Ergebnisse dieser Arbeit
lassen vermuten, dass DDX3 uber direkte ProteiteRranteraktionen an den 43S-PIC assoziiert igesBr
Komplex bindet mRNAs (beispielhaft gezeigt fur di€V-RNA) und generiert den 48S-Initiationskomplex.
DDX3 induziert dann Konformationsanderungen im 48i#ationskomplex, die die Freisetzung der Initats-
faktoren und das 608ibunit joining beglnstigen. DDX3 bleibt am 80S-Initiationskomplgebunden,
dissoziiert aber vor dem Elongationsprozess. Dimugdene HCV-RNA ist zur besseren Veranschaulictderg
am Prozess beteiligten Proteine, im 48S- und 8@&tionskomplex nicht dargestellt.
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Die Funktion von DDX3 in der Translation ist unabhigig von der enzymatischen
ATPase- und Helikaseaktivitat, aber abhangig vommgrminus.

Die ATPase- und RNA-Helikasefunktion wurden bisfisrmehr als 60 DEAD-Box-Proteine
in vitro bestimmt (Jankowsky & Fairman, 2007; Rajkowitssthal, 2007). Biochemische
Arbeiten zeigten weiterhin, dass DEAD-Box-RNA-Helden Aktivitaten besitzen, die tUber
die Entwindung von RNA-Duplexen hinaus gehen. Deruffiallen Funktionen, in denen
diese Proteine als Anker fur Proteinkomplexe furegie (Bono et al, 2006), die
Umstrukturierung von RNP-Komplexen bewerkstelligetu et al, 2004) und Aktivitaten,
die durch Co-Faktor-Proteine hervorgerufen werdéarintchevet al, 2009; Montpetiet al,
2011). Deshalb kann nicht zwingend davon ausgegangsrden, dass ein DEAD-Box-
Protein auch tats&chlich als RNA-Helikase funktlbis¢ (Pyle, 2011).

Die in dieser Dissertation angefertigten Untersugjfan zur ATPase- und Helikaseaktivitat
von DDX3 in der Translation spiegeln diesen Aspgkter. Durch Mutationen im Motiv Q,
Motiv | und Motiv Il von DDX3 wurde die enzymatisebAktivitat unterbunden. Dennoch
forderte eine Proteinvariante mit diesen MutatiodenTranslation an der 5’cap-mRNA und
an der HCV-RNA (vgl. Abb. 111-29). Dieses Ergebrnsseht aber im Gegensatz zu den
Arbeiten von Laiet al (2008). Die Autoren zeigten, dass die Helikaggd#it von DDX3 fir
die Translation von mRNAs mit einer strukturier@ TR notwendig war und postulierten
daraus eine Beteiligung im ATP-abhangigeanningProzess. Wie bereits aufgezeigt, konnte
bei HCV-IRES- und EMCV-IRES-haltigen Reporterkong&ten, die keinescanningProzess
zur Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes bergitigsowie bei mRNA-Luciferase-
konstrukten mit entweder komplett unstrukturiertezw. komplex strukturierten 5’'UTRS,
eine gleichbleibende Beteiligung von DDX3 am Tratishsprozess nachgewiesen werden
(vgl. Abb. IlI-6 und Abb. 11I-7). Die Gruppe um K.Teang wies eine Helikaseaktivitat von
DDX3 in vitro nach und postulierte, dass diese essentiell fér HliV-Replikation ist
(Yedavalliet al, 2004). Die Autoren vermuteten, dass DDX3 dabai Ti&nsport von partiell
bzw. ungespleiRten HIV-mRNAs Uber den CRM1-Transpeg aus dem Zellkern fordert.
Ob die Helikaseaktivitat fir den Export von mRNAstwendig ist, wurde jedoch nicht
untersucht. Sollte die Helikaseaktivitat von DDX8stchlich fir den Export von mRNAs
gebraucht werden, so wiirde dies auch die Ergebumsé.aiet al (2008) erklaren. Da von
diesen Autoren keine Luciferase-mRNAs in Hela-Zellgansfiziert wurden, sondern
Plasmide, die fir diese mRNAs codierten, lie3e sd@h verringerte Translation in den
Experimenten mit DDX3-Varianten, die keine Helikalsivitat besitzen, durch einen
Transportdefekt erklaren.

Wie bei DDX3 beobachtet (vgl. Abb. 111-29), gibt egeitere Helikasen, deren Funktionen
unabhangig von der ATPase- und Helikaseaktivitét amch unabhéangig von ATP sind. Die
RNA-Helikase Mss116 aus Hefe-Mitochondrien forddms SpleiRen des Gruppe ll-Introns
al5y unabhangig von der Helikaseaktivitdt und katalyssegar das Spleil3en des Gruppe I-
Introns LSUAORF ausNeurospora crassan Abwesenheit von ATP (Hallst al, 2007).
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DDX5 und DDX17 kdnnen die Assoziation von zwei kdempentdren RNAs beschleunigen
(Jalalet al, 2007). AusE. coli konnten DEAD-Box-RNA-Helikasen (DeaD, RhiIB, RhlEdu
SrmB) identifiziert werden, die einen RNA-Duplexngheine enzymatische Helikaseaktivitat
(keine ATP-Hydrolyse) entwinden kénnen und sogae &@NA-chaperoneAktivitat besitzen
(Zhao & Jain, 2011).

Wahrend die Kernregionen (Doméne 1 und 2) der RMNfikidsen weitestgehend in der
Struktur homolog sind, unterscheiden sich die Nd aterminalen Sequenzbereiche in der
Familie der DEAD-Box-RNA-Helikasen sehr stark (Ra&j Boris-Lawrie, 2010). Diese
Bereiche gehen zusatzliche Interaktionen mit demArbstrat und Proteinpartnern ein
(Cordin et al, 2006; Fuller-Pace, 2006). Zudem wurde postuligidss durch diese
Interaktionen auch die Helikaseaktivitdten der DEBOX-Proteine reguliert bzw. noch
unbekannte Funktionen vermittelt werden (LindelQ&0 Obwohl die Strukturen der N- und
C-terminalen Bereiche von den meisten RNA-Helikaseitgehend unbekannt sind, gibt es
immer haufiger Hinweise darauf, dass diese Regiomgulatorische Hotspots flr post-
transkriptionale Modifikationen und Bindestellem fiiteraktionspartner sind. Wahrscheinlich
hat auch die Art der Modifikation einen Einflussf alen Interaktionspartner, da fur einige
RNA-Helikasen (DDX3, DDX5 und DDX20) mehrere Intktianspartner des N- und C-
Terminus identifiziert wurden (Abb. IV-2; Gustafs&iWessel, 2010). Fur DDX3 konnten in
den N- und C-terminalen Bereichen bis zu 23 pasigkriptionale Modifikationen, wie
Phosphorylierungen und Acetylierungen nachgewieserden (Molina et al, 2007;
Gustafson & Wessel, 2010). So wurde gezeigt, dagsNdTerminus von DDX3 eine
Interaktion mit dem Initiationsfaktor elF4E und defrotein K7 des Poxvirus eingeht,
wéahrend der C-Terminus mit dem HCV-Core-Proteirnagiert (Owsianka & Patel, 1999;
Schréderet al, 2008; Shiret al, 2008). Dariiber hinaus gibt es Daten, die ind&ziedass der
N-Terminus von DDX3 essentiell fur die Aktivierudgs IFNB-Promoters ist.
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Abb. IV-2: Post-transkriptionale Modifikationen und Protein-Protein-Interaktionspartner von humanen
DEAD-Box-RNA-Helikasen (DDX). (Oberer Abbildungsteil) Schematische Darstellung Bemanenstruktur
von DDX-Proteinen mit der zentralen Kerndoméane (DE#ox Core) und den N- und C-terminalen Bereichen.
Dariiber sind die Anzahl der bekannten post-trapsknalen Modifikationen der dargestellten DDX-Riae
aufgefuihrt. (Unterer Abbildungsteil) Bekannte DDittdraktionspartner mit der Bindestelle im Protei (

terminal, DEAD-box Core und C-terminal). Abbilduags Gustafson & Wessel (2010).

Der Einfluss der N- und C-terminalen Bereiche vdDX{3 auf die Translation wurde mit der
Generierung von DDX3-Deletionsvarianten untersudht. diesen Experimenten wurde
gezeigt, dass ein vollstandiger N-Terminus von DB die Funktion in der Translation

essentiell ist (vgl. Abb. 111-31). Dagegen hatte @eTerminus von DDX3 keine Relevanz fir
die Aktivitdt des Proteins im Translationsprozeggl.(Abb. [1I-30). Wird von der oben

ausgefuihrten These ausgegangen, dass DDX3 an WKuwatfonsdnderungen im 48S-
Initiationskomplex beteiligt ist, so kann weiterg@mommen werden, dass diese Aktivitat
durch Interaktionen des N-Terminus von DDX3 mit Kmmenten von elF3 und der 40S-
Untereinheit zustande kommt.

Dass DDX3 die Translation unabhangig von der entigetaen Aktivitat unterstitzt, passt
auch in das Modell, nach dem DEAD-Box-RNA-HelikaseNA-Protein- bzw. Protein-
Protein-Kontakte modifizieren kénnen (Pyle, 200&is@fson & Wessel, 2010). Fur DDX3
wurde dieses Szenario postuliert (Schréeteal, 2008), allerdings beruhten diese Annahmen
vor allem auf Daten, die mit dem Hefe-homologen Dedhalten wurden. Fir Dedl konnte
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kirzlich gezeigt werden, dass der C-Terminus degsefrs mit elF4AG interagiert und diese
Interaktion essentiell fir die Rekrutierung von DedRNA-elF4G-Komplexen irstress
granules ist (Hilliker et al, 2011). Die Funktion von Dedl fuhrt somit indirektr
Beeinflussung der Translation. Bis heute wurde nagenen, dass DDX3 &hnliche
Funktionen hat wie Dedl. Diese Annahme basierte dubglich auf dem Vergleich der
Primarstrukturen, die zu 54% identisch sind (RajBoris-Lawrie, 2010), wobei diese
Ubereinstimmung groRtenteils auf die Kernregion teiden Helikasen mit den neun
konservierten Sequenzmotiven beschrankt ist. Dieiidi C-terminalen Bereiche der beiden
Proteine weisen jedoch eine vollig unterschiedligkrainosdurezusammensetzung auf. In
dieser Dissertation konnte erstmals gezeigt werdass der N-Terminus von DDX3 fiur die
fordernde Funktion in der Translation essentidl(isyl. Abb. 11I-31), wahrend bei Dedl
offenbar der C-Terminus die indirekte Funktion imafislationsprozess vermittelt (Hilliket
al., 2011). Diese préasentierten Ergebnisse schlie@mit gleiche Funktionen von DDX3 und
Dedl in der Translation aus.

Fazit und Ausblick

Diese Dissertation befasst sich mit Untersuchurmgeri-unktion von DDX3 im Lebenszyklus
des Hepatitis C Virus und in der cap- und HCV-IR&#$angigen Translation. Aus zuvor
veroffentlichten Daten lie3 sich bisher nur einegitahie Beteiligung, jedoch keine definierte
Aktivitat von DDX3 in diesen Prozessen ableiten.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass DDX3 die HRES-vermittelte Translation
stimuliert. Weiterfihrende Untersuchungen belegtére generell férdernde Funktion des
Proteins im zellularen Translationsprozess. Daberde deutlich, dass es spezifisch die
Assemblierung des 80S-Ribosoms (&®unit joining beschleunigt. Dagegen wird die
Ausbildung des 48S-Initiationskomplexes durch DDX8ht beeinflusst. Die ATPase- und
Helikaseaktivitdt von DDX3 ist fur die Forderungsd€ranslationsprozesses nicht essentiell,
jedoch ist der N-Terminus des Proteins fur die Mghamg des Translationseffekts
notwendig. DDX3 interagiert dabei direkt mit denafislations-Initiationsfaktor elF3 und der
ribosomalen 40S-Untereinheit. Neben der RNA-Hekka&dF4A und DHX29 konnte mit
DDX3 somit eine weitere Helikase charakterisiertdes, die einen definierten Prozess in der
Translationsinitiation unterstitzt.

Der molekulare Mechanismus, wie DDX3 die Assembher des 80S-Ribosoms fordert, ist
bisher noch vdllig unbekannt. Um diese Frage zuntveaten, besteht eine der
Hauptaufgaben darin, die direkten Interaktionsmartim elF3-Proteinkomplex (13
Untereinheiten) und der ribosomalen 40S-Unteretn@8 Proteine) sowie die exakten
Bindestellen zu ermitteln. Geeignete Methoden dasind Peptid-Microarrays, IP-
Experimente mit einzelnen gereinigten Faktoren odeoss-linkingExperimente mit
angeschlossener Proteolyse und Massenspektroniigidrelevanz ermittelter Bindemotive
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in diesen Faktoren auf die Translationsinitiatiawbdie Assemblierung des 80S-Ribosoms
lieBe sich dann Uber Mutagenese mit den in diesbkeifAetablierten Verfahren Uberprifen.
Ein weiteres faszinierendes Thema ist die posteliéfonformationsédnderung des 48S-
Initiationskomplexes unter dem Einfluss von DDX8& dach dem hier dargestellten Modell
das 60Ssubunit joining beschleunigt. So ist z.B. folgendes Szenario ebbstr. Die
Interaktion von DDX3 mit elF3 konnte zur Anderung der Positionierung einzelner
Sekundarstrukturelemente-Helices undp-Faltblatter) in elF3 fuhren, welche bei Bindung
von DDXS3 eine andere Konformation annehmen. Dielk®tirdnderungen in elF3 kdnnten
dann die Affinitat von elF3 zur 40S-Untereinheitrméndern, wodurch elF3 schneller aus
dem 48S-Initiationskomplex freigesetzt wird. Um sie Modell zu Uberprifen bedarf es
umfangreicher Studien. Eine sehr herausforderndategie ware, Kristallstrukturen des
Komplexes aus elF3 und der 40S-Untereinheit in And Abwesenheit von DDX3 zu
ermitteln und zu vergleichen.
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ZUSAMMENFASSUNG SUMMARY

\Y,

Zusammenfassung/Summary

In dieser Dissertation wurde die Funktion der DEBBx-RNA-Helikase DDX3 im
Lebenszyklus des Hepatitis C Virus (HCV) und in dap- und HCV-IRES-abhangigen
Translation untersucht. Folgende Ergebnisse wuedzaelt:

Im Lebenszyklus von HCV fordert DDX3 die IRES-vetiite Translation. Uber eine
differenzielle Analyse mit mono- und bi-cistronisch HCV-Replikons konnte ein
Einfluss auf die virale RNA-Replikation ausgesckkrs werden.

DDX3 besitzt eine generell férdernde Funktion inaffglationsprozess. Experimente mit
Reporter-RNAs zeigten, dass sowohl die IRES-veeftéttals auch die cap-abhangige
Translation in DDX3-depletierten Huh7-Zellen redarziwar. Dabei spielte es keine
Rolle, ob die verwendeten mRNAs unstrukturierte bztrukturierte 5’cap-UTRs
enthielten. Die Translations-férdernde Wirkung vDX3 war unabhangig von der
Anwesenheit einer poly(A)-Sequenz am 3'Ende von mARNozw. von der eines
authentischen 3'Endes viraler RNAs. Diese Datenlossen eine Rolle von DDX3
sowohl bei der Zirkularisierung der translatierRINA als auch inscanningProzess aus.

Gradientenzentrifugations-Experimente lieRen einakkon von DDX3 im Initiations-
prozess der Translation vermuten. Dagegen konmie Beteiligung des Proteins am
Elongationsprozess und am Ribosomen-Recycling submssen werden.

In Translations-Initiationsexperimenten konnte rpmhiesen werden, dass DDX3 mit
48S-Initiationskomplexen und neu assemblierten BO®somen in einer RNA-
unabhangigen Weise interagiert. Im Gegensatz damnt& keine Interaktion mit
Jreien“, RNA-ungebundenen 80S-Ribosomen detektigntden.

Der Nachweis einer direkten Interaktion mit der n&lationsmaschinerie wurde durch
Immunpréazipitationen mit gereinigten Faktoren d8S-4PIC gefuhrt. Als direkte Inter-
aktionspartner von DDX3 konnten elF3 und die ribmate 40S-Untereinheit identifiziert
werden.

Die exakte Funktion von DDX3 in der Translationsation wurde mit DDX3-
depletierten Translations-kompetenten Huh7-Extrakegmittelt. Es konnte gezeigt
werden, dass DDX3 die Assemblierung des 80S-Ribesamder 5’cap-mRNA und an
IRES-haltiger RNA fordert. Die Bildung des 48S-iaitonskomplexes wird dagegen von
DDX3 nicht beeinflusst.

Experimente, in denen die 48S- und 80S-Initiationsglexe mit gereinigten
Komponentenin vitro rekonstituiert wurden, bestatigten den forderndgfekt von
DDX3 auf die Assemblierung des 80S-Ribosoms.

Die erstmals beobachtete Funktion von DDX3 wahreéexd Translation war unabhangig
von der ATPase- und Helikaseaktivitat des Protdiliser eine Mutagenesestudie konnte
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gezeigt werden, dass der N-Terminus des Proteires égsentielle Determinante dieser
Funktion ist.
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Summary

This study investigated the function of the DEADxIRRNA helicase DDX3 in the life cycle
of the hepatitis C virus (HCV) and in the cap- at@V IRES-dependent translation. The
following results were obtained:

Using a comparative approach with mono- and bramst HCV RNA replicons, it was
shown that DDX3 supports IRES-mediated translabah does not affect HCV RNA
replication.

DDX3 promotes overall translation. Experiments wrgporter RNAs in Huh7 cells
revealed that a depletion of DDX3 results in redutRES-dependent as well as cap-
dependent translation. This was found irrespectifewhether mRNAs contained
structured or unstructured 5’cap-UTRs. Moreoveg tbserved impact of DDX3 on
translation was shown to be independent of theepies of a poly(A) tail at the 3’end of
MRNA and EMCV RNA, respectively. In the case of th€V RNA, DDX3 supported
IRES-mediated translation also in the absence ofaathentic 3'UTR. These data
excluded a function of DDX3 in the scanning procass during RNA circularization.

Gradient centrifugation experiments indicated acfiom of DDX3 in the translation
initiation process. A functional role of the protein the translation elongation and
ribosome recycling process was excluded.

Translation initiation experiments demonstrated RINA-independent association of
DDX3 with 48S initiation complexes and newly ass&db80S ribosomes. In contrast,
DDX3 did not associate with free RNA-unbound 8dssomes.

Immunoprecipitation experiments with purified compats of the 43S PIC revealed elF3
and the ribosomal 40S subunit as direct interagiemners of DDX3.

To elucidate the precise function of DDX3 in theansglation initiation process,
translation-competent DDX3-depleted extracts wesedu It has been demonstrated that
DDX3 supports the assembly of 80S initiation compteon a 5'cap mMRNA and on an
IRES-containing RNA, respectively. In contrast, #ssembly of 48S initiation complexes
was unaffected by DDX3.

The supportive role of DDX3 in the assembly of 8@Bation complexes, which was
shown for the first time, was further confirmed inyvitro reconstitution experiments of
48S and 80S initiation complexes with purified caments of the translation initiation
process.

Mutagenesis studies with DDX3 revealed that thiscfion of DDX3 was not related to
its ATPase and helicase activity but dependenterptesence of the N-terminus of this
protein.
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ANHANG

Vi Anhang

VII.1 Oligonucleotide

Die verwendeten Oligonucleotide zur Amplifikationorv DNA-Fragmenten fur die
Generierung von Expressionsplasmiden, gRT-PCR-Smtbungenin vitro-Transkriptionen
und dagoe printingsind in Tab. VII-1 aufgelistet.

Tab. VII-1: Sequenz und Schmelztemperatur der verwedeten Oligonucleotide Die Schmelztemperatur der
Oligonucleotide bezieht sich auf die komplementéBameiche zum DNAemplateund beinhaltet nicht die
Sequenzen von Restriktionsenzymen am 5’Ende, dd@rdmoters und des Fldagg, sofern diese nicht in den
DNA-templates/orhanden sind. fwforward, rv: reverse T,,: Schmelztemperatur (lIT-Biotech).

\N/:rr\r/]veeﬁgjng Sequenz 5’-3’ Tnin°C
Konstruktion der Expressionsplasmide
DDX3fw AGTCATGTGGCAGTGGAAAATGC 61,0
DDX3rvORF TTCTCGAGTCAGTTACCCCACCAGTCAACC 60,9
DDX3fwFlag CGGGGTACCGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGG( 61.0
CCGGGCGGATAGTCATGTGGCAGTGGAAAATGC
DDX3rvMutl ACGAGTAAGCTCAATGTTTCCCATG 60,1
DDX3fwMutl GCTACTCGCCCAACTCCAGTGGCAAAGCATGCTATTCC Z3
DDX3rvMut2 TCCAGACCCTGTTTGGGCAC 65,4
DDX3fwMut2 GCAACTGCAGCATTTCTGTTGCCC 64,2
DDX3rvMut3 TAACACCAAGTATTTGCAAAAGTCTAATCC 57,7
DDX3fwMut3 GCTGCAGCTGATCGGATGTTGGATATGG 66,2
pcDNA3fw TGACTCGAGCATGCATCTAGAGGG 60,9
DDX3rv1236nt AGAGGTAGAGCCAACTCTTCCTAC 61,2
DDX3rv1749nt GCTACCCTTGTAGTGGTGTTCATAAGC 61,9
DDX3fw388 AAATCAGATGAAGATGATTGGTCAAAACCACTC 61,6
DDX3fw301 CGGAGTGATTACGATGGCATTGG 61,7
DDX3fw220 TCTCGTAGTGATTCAAGAGGGAAGTC 61,6
DDX3fw142 GCTACTAAAGGTTTCTACGATAAAGACAGTTCAG 60,3
DDX3fw88 GGAAGTACAGCCAGCAAAGGG 62,5
pcDNA3rv GAATTCCTTGTCGTCGTCCTTGTAGTC 62,7
elF1fw ATGTCCGCTATCCAGAACCTCC 62,9
elFlrv CCCAAGCTTAAAACCCATGAACCTTCAGCTGATCG 62,3
elF1Afw ATGCCCAAGAATAAAGGTAAAGGAGG 60,4
elF1Arv CCCAAGCTTAGATGTCATCAATATCTTCATCATCATCTCCAATGTC| 61,0
elF4Afw ATGTCTGCGAGCCAGGATTCCCG 67,9
elF4Arv CCCAAGCTTCAGATGAGGTCAGCAACATTGAGG 62,5
elF4Bfw ATGGCGGCCTCAGCAAAAAAGAAGAATAAGAAGG 66,2
elF4Brv CCCAAGCTTCTATTCGGCATAATCTTCTCCCTCATTTTCATC 61,5
elFAGfw737-1116 | AGCAGCAAGCGGACGGCGGCTG 72,2
elFAGrv737-1116 | CCCAAGCTTAAGCTGGGCGAGCAGCTTCTGATGC 68,6
elF5fw ATGTCTGTCAATGTCAACCGCAGC 65,5
elF5rv CCCAAGCTTAAATGGCATCAATATCGATGTCGTCATCC 60,9
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Name und ' in°
Verwendung Sequenz 5'-3 Tmin©°C
elF5Bfw587-1220 | ATGAGCTCAGATTCTGAATATGACTCTGATG 60,
elF5Brv587-1220 CCCAAGCTTAGATGATTTCAAATACTTTCTTCAGTCCAC 59,0
elF1fwEla CCCAAGCTTGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGC 629
9 CCGGGCGGATTCCGCTATCCAGAACCTCC '
elE5fwEla CCCAAGCTTGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGC 610
9 CCGGGCGGATTCTGTCAATGTCAACCGCAGC '
cIF5BfWEla CTAGCTTAAGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGC 60.2
9 CCGGGCGGATGGGAAGAAACAGAAAAACAAGAGCG '
Meti-tRNASynfw | ATGCCTACTATGACTCAAGTCGCG 60,9
Meti-tRNASynrv TTATTTCACCTGATGACCCGGTTTAGC 62,2

Generierung des HDV-Ribozyms in pSGR-JFH1 und pSGR¥FH1/mono

GTAGCCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGATGCCATGCCGA

C:%9,7

JFH1rvRibol CCACATGATCTGCAGAGAGACCAG

. GCTCTAGACTTCTCCCTTAGCCTACCGAAGTAGCCCAGGTCGGAT
JFH1rVRIbo2 lllaciowt 74.4
JFH1fwRibo GCCGATATCTCTTCAATTGGGCGGTG 655

Konstruktion von pSGR-JFH1/mono

JEH1CoreSL1rv g¥¥gﬁ@rﬁé%§r$gCGCCGCCCGGGAACTTAACGTCTTCTGGGCGAC@Q,4

JFH1INS3fw GCTCCCATCACTGCTTATGCC 61,7

Ubiquitinfw ATGCAGATCTTCGTGAAAACCCTTACCGGCAAGACCATCACCCTT 62.4
GAGGTGGAGCCCAGTGACACCATCGAAAATGTG

Ubiquitinrvl GATGAGCCTCTGCTGGTCGGGGGGAATGCCTTCCTTATCCTGGAT62,4
CTTGGCCTTCACATTTTCGATGGTGTCACTGGG

Ubiquitinrv2 g(éTTCTGGATGTTGTAGTCAGAAAGAGTACGGCCGTCTTCCAGCT 65.0

TTGCCTGCAAAGATGAGCCTCTGCTGGTCGG

Ubiquitinrva ACCACCTCTCAGACGCAGGACCAGGTGCAGGGTCGACTCCTTCT%O'G
GATGTTGTAGTCAGAAAGAG

Konstruktion von pHCV-5'UTR-Luc-3'UTR und pHCV-5'UT R-sORF-3'UTR

JFH1SLStopfw CTCCCCGCTCGGTAGAGC 65,4

JEH1CoreSL1rv g$¥(l'3m(§rc_lr$gCGCCGCCCGGGAACTTAACGTCTTCTGGGCGACG]Q,4

Konstruktion von pHCV-5'UTR ASLIII-sORF-3'UTR

JFHIASLIIfw CCCCGGGAGGTCTCGTAGAC 68,4

JFHIASLIIrv CTCCCGGGAGGGGGGGGCCTGG 85,1

gRT-PCR

Reverse Transkription (RT)

JFH1rvRT CGCTCTAAGCCTGACGGTG 61,8

EMCVLucrvRT CGATATCCATATGGGTGGTGGC 61,7

Luciferaserv CACGGCGATCTTTCCGCCC 66,3

Oligo(dt)19 TTTTTTTTTTTTITTTITTT 38,9

gPCR

GAPDHfw AGCCTCAAGATCATCAGCAATGC 60,1

GAPDHrv ATGGCATGGACTGTGGTCATG 61,3

JFH1-1-fw TCGACGTTGTTACAAGGTCTCC 60,6
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\N/erTvee:ngSng Sequenz 5'-3’ Tynin°C

JFH1-1-rv CTGCCAGTTGGAGCATGC 60,2

Luciferasefw AGACGAACACTTCTTCATAGTTGACCG 61,4

Luciferaserv GCGTCGAAGATGTTGGGGTG 63,1

WNV-3'UTRfw GGAAGGAGGACCCCACATG 64,4

WNV-3'UTRrv CGCAGACTGCACTCTCCG 62,2

HSP70fw CATCAGCGGACTGTACCAGG 61,9

HSP70rv CCTAATCTACCTCCTCAATGGTGG 61,2

rpS13fw CATCATGGGTCGCATGCATGC 63,0

rpS13rv GTCAACTTCAACCAAGTGGGGAC 62,3

Konstrukte amplifiziert durch PCR

HCV-5'UTR-Luc-

JFH1-2-fwT7 AGTGAATTCTAATACGACTCACTATAGACCTGCC 62,3

Luciferaserv2 GTACGTACTTAGTCATTACACGGCGATCTTTCCGCCC 66,3

EMCV-5'UTR-Luc-poly(A)

Emi/\g)ly( A) (IB;AIGICi I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| I| 62,8
TTCTTGCATGCCTGCAGGTCG

pCITEfw CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCG 62,1

5'cap-sORF-poly(A)

5'capsORFfwWT7 CCGGAGTGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGGGARTGG 60,8

5'capsORFrv L$gé§$;§$é':":'ékl'rx'rlclél TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGACGGT 62,2

HCV-5'UTR-sORF-3'UTR

JFH1-2-fwT7 AGTGAATTCTAATACGACTCACTATAGACCTGCC 62,3

JFH1-2-rv ACATGATCTGCAGAGAGACCAG 59,7

tRNAiIMet

{RNAIMet AGCAGAGTGGCGCAGCGGAAGCGTGCTGGGCCCATAACCCAGALG
GTCGATGGATCTAAACCATCCTCTGCTACCA

IRNA-MetiACC AGCAGAGTGGCGCAGCGGAAGCGTGCTGGGCATAACCCAGAGGT
CGATGGATCTAAACCATCCTCTGCTACCA

IRNA-Meti-fwT7 ggggAGTGAATTCTAATACGACTCACTATAAGCAGAGTGGCGCA 66.7

tRNA-Meti-rv TGGTAGCAGAGGATGGTTTAGATCC 61,8

toe printing

5'capsORFrv2 GCTTGATATCGAATTCCTGCAGC 58,7

JFH1-3-rv TGTGTGCCGCTCTACCGAG 63,3
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VII.2 SiRNAs

Die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs sind in Td¥h-2 aufgefihrt.

Tab. VII-2: Sequenzen der verwendeten siRNAs

Name Sequenz 5'-3'’

SiGFP GGCUACGUCCAGGAGCGCACCATdAT
siDDX3-1 UGAGCUUACUCGUUAUACUdTAT
siDDX3-2 UGGAAGGUAUGGGCGCCGCITdT

" verwendet aus Randait al (2007)
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