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Abstrakt

Adenoviren gelten allgemein als Verursacher milder gastrointestinaler und respiratorischer In-
fektionen sowie von Infektionen der Konjunktiven. In jingerer Zeit haben sie jedoch zunehmend
als Pathogene an Bedeutung gewonnen. So wurden Adenoviren beispielsweise als Verursacher
der viralen Myokarditis isoliert. Des Weiteren ist eine Vielzahl von Féllen berichtet worden, in
denen Infektionen mit Adenoviren bei immunsupprimierten Patienten, darunter haufig Kinder,
zu fulminanten Verldufen mit nicht selten letalem Ausgang flihrten. Dennoch gibt es bisher keine

suffiziente, allgemein anwendbare anti-adenovirale Therapie.

Das posttranskriptionelle Gen-Silencing mittels RNA-Interferenz (RNAI) konnte in den letzten
Jahren als potenter und vielversprechender Ansatz zur antiviralen Therapie etabliert werden.
Dabei vermitteln kurze doppelstrangige RNA-Molekiile, die small interfering RNAs (SiRNAS),
im Zytoplasma die Bindung ihrer sequenzhomologen Ziel-mRNA und die darauffolgende en-
zymatische Spaltung. An vielen Beispielen wurde bereits gezeigt, dass sich virale Infektionen
durch den Einsatz von synthetisch hergestellten siRNAs oder den verwandten shRNAs (short-
hairpin RNAs) effizient inhibieren lassen. Darunter auch bedeutende humanpathogene Viren wie

das Hepatitis C Virus, das Hepatitis B Virus oder das HI-Virus.

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro untersucht inwieweit sich die Infektion mit Adenovirus
Typ 5 durch siRNAs gegen die adenoviralen Gene E1A, Hexon und Va2 inhibieren lasst. Initial
wurde dazu unter vier verschiedenen gegen jedes Zielgen vorliegenden synthetischen siRNAs
die effizienteste evaluiert und weiteren Analysen zugefihrt. Die sequenzspezifische Wirkung der
siRNAs konnte in einem n&chsten Schritt nachgewiesen werden. In der vergleichenden Untersu-
chung der siRNAs zeigten die sSiRNAs gegen die spéten adenoviralen Gene, siHexon und silVa2,
ein deutlich starkeren inhibitorischen Effekt auf die adenovirale Replikation als die sSiRNA gegen
das friihe Gen E1A, vor allem da sie bereits in niedriger Dosierung effizient wirkten. Kombinati-
onen von siHexon und silVa2 zeigten zwar additive Effekt, fihrten jedoch bei dosisédquivalen-
tem Einsatz nicht zu einer verstérkten Inhibierung der adenoviralen Replikation im Vergleich mit
Einzelkomponenten. Uberraschenderweise konnten bei Betrachtung des zytopathischen Effekts
hingegen nur die Kombinationen aus siE1A und siHexon bzw. silVVa2 die Adenovirus vemittelte
Zelllyse effizient inhibieren und einen zytoprotektiven Effekt demonstrieren. Eine Kombination
aus den siRNAs gegen das frihe Gen E1A und den siRNAs gegen die spaten Gene Hexon bzw.
Va2 ist folglich in Bezug auf den anti-adenoviralen Effekt insgesamt tberlegen gegentber der

einzelnen Applikation der siRNAs.



Abstract \V

Abstract

Adenoviruses are generally referred to as mild pathogens for they are commonly known as caus-
ative agents of mild respiratory infections of the upper airways, common gastrointestinal infec-
tions or conjunctivitis. Anyhow in younger times Adenoviruses gained a certain attention by
having been determined as one of the main pathogens to cause viral myocarditis as well as hav-
ing been reported to induce severe infections of liver and lung in the immunocompromised pa-
tient often taking a fulminant course and leading to subsequent death. Nevertheless there is cur-

rently no curative and specific pharmaceutical approach to treat Adenovirus infection.

Gene Silencing by RNA Interference (RNAI) however has been shown to be a potent tool in
treatment of viral infections as has been proven in principle for example for HC-, HB- and HI-

Virus.

The goal of the present thesis therefore was to examine the potential of RNAi-mediated inhibi-
tion of Adenovirus 5 infection by the use of small interfering RNAs (siRNAs) targeting both
early (E1A) and late (IVVa2 and Hexon) adenoviral genes. Several of the initially analyzed siR-
NAs directed against ELA, 1Va2 and Hexon showed a distinct antiviral activity. Further investi-
gations were performed to select the most effective sSiRNAs against each target. In a next step
comparative analysis was conducted. The siRNAs against late adenoviral genes proved to be
more effective in inhibiting adenoviral replication than silencing of the E1A early gene. A com-
bination strategy involving down-regulation of any two or all three of the targeted viral genes did
not result in an enhanced inhibition of adenoviral replication compared to the single siRNA ap-
proaches targeting the late genes. However protection against adenovirus mediated cytotoxicity
could only be achieved by combining siRNAs against either of the two late genes with the siR-
NA against the E1A early gene. Thus, an enhanced anti-adenoviral efficiency of RNAi-based
inhibition strategies can be achieved by co-silencing of early and late adenoviral genes with
down regulation of E1A as a crucial factor.
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1 Einleitung

1.1 Adenoviren
1.1.1 Adenovirusfunktion und -klassifikation

In den 1950er Jahren wurden Adenoviren erstmalig aus adenoidem Gewebe isoliert, von dem
sich auch ihr Name ableitet (Rowe et al., 1953). Sie bilden die Familie der Adenoviridae, die in
vier Genera unterteilt werden kann: Mastadenoviren, Aviadenoviren, Atadenoviren und Sia-
denoviren (Davison et al., 2003). Die humanpathogenen Adenoviren gehéren zur Gruppe der
Mastadenoviren. Es sind bis dato 52 verschiedene Serotypen der humanen Adenoviren bekannt,
von denen jeder Serotyp resistent gegenuber den neutralisierenden Antiseren der anderen Sero-
typen ist (Shenk, 2001). Die 52 Serotypen werden einer von sieben Subgruppen (A-G) zugeord-
net (Jones et al., 2007). Diese Einteilung erfolgt entsprechend der Eigenschaften der Adenoviren
in Bezug auf Hamagglutinisierung (Shenk, 2001) und onkogenes Potential. Gleichzeitig ist die
Ubereinstimmung der Virus-DNA ein weiteres Kriterium fiir die Zuordnung zu einer bestimmten
Subgruppe (Swenson et al., 2003). Die Spezies B wird dariiber hinaus auf Grund der Affinitat
der ihr zugeordneten Serotypen zu unterschiedlichen Rezeptorsubtypen in die Gruppen B1 und
B2 differenziert (Segerman et al., 2003).

Als Eintrittspforten in den menschlichen Organismus dienen den Adenoviren Mund, Nasopha-
rynx oder die Konjunktiven, wobei die Ubertragung durch Topfcheninfektion, fakal-oral oder
auch durch Kontakt mit kontaminiertem Wasser (z.B. im Schwimmbad) oder kontaminierten

(ophthalmologischen) Instrumenten erfolgt (Shenk, 2001).

Die Konjunktiven und der Gastrointestinaltrakt sind daher die am haufigsten von einer Adenovi-
rusinfektion betroffenen Organe. Die Infektion ist in den meisten Féllen lokal begrenzt und ver-
lauft mild, sie kann sich jedoch auch ausbreiten wie beispielsweise von den oberen Atemwegen
in die Lunge oder gar in seltenen Fallen zu einer Virdmie fiihren (Shenk, 2001). Adenoviren sind
ubiquitér verbreitet, so dass bereits etwa 80 % der 1 — 5 - jahrigen Kinder Antikdrper gegen min-
destens einen der vielen Serotypen besitzen (Hale et al., 1999). Es konnte zudem eine gewisse
Korrelation von Gewebetropismus und Kklinischen Eigenschaften mit der Zugehdrigkeit zu den

einzelnen Subgruppen gefunden werden (Shenk, 2001; Russel, 1998).

Neben diesen in der Regel gutartig verlaufenden Adenovirusinfektionen stellt die Adenvoriusin-
fektion des immunsupprimierten Patienten ein zentrales Problem dar, da sie zu einer massiven

Schwéchung des angegriffenen Organismus fuhrt und nicht selten letal endet (Janoff et al., 1988;
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Ljungmann et al., 1989; Hierzholzer, 1992). Bereits 1992 berichtete Hierholzer von mehr als 300
Fallen von Adenovirusinfektionen bei Patienten mit angeborener oder erworbener Immunschwa-
che (Hierzholzer, 1992). Auch Johnson et al. beschrieben den Fall eines Patienten, der im Rah-
men der Therapie eines Non Hodgkin Lymphoms eine allogene Knochenmarksspende erhielt
und in der Folge an fulminantem Leberversagen verstarb. Adenovirus Typ 5 konnte aus dem
Urin des Patienten isoliert werden und in der Leber fanden sich die fur eine adenovirale Infekti-
on typischen Lasionen (Johnson et al., 1990). Aus der padiatrischen Praxis gibt es ebenfalls eine
Vielzahl an Fallstudien, die die opportunistische Adenovirusinfektion beim immunsupprimierten
Kind beschreiben (Carter et al., 2002; Kaur et al., 2002; Flomenberg et al., 1994; Krilov et al.,
1990). Beispielhaft sei auf drei Félle verwiesen, in denen Kleinkinder, die an einer Akuten Lym-
phatischen Leukamie (ALL) erkrankt waren, unter Chemotherapie eine fulminant verlaufende
Adenovirus-Hepatitis entwickelten, deren Ausgang in allen drei Féllen letal war (Hough et al.,
2005).

Dartiber hinaus konnten Adenoviren in jlngerer Zeit als ein wichtiger Verursacher der Myokar-
ditis bestimmt werden (Kuhl et al., 2005; Bowles et al., 2003; Tschope et al., 2005). In einigen
Untersuchungen stellte zwar Parvovirus B 19 das dominante pathogenetische Agens dar (Klhl et
al., 2005; Tschope et al., 2005), in anderen Studien jedoch konnte das Adenovirus als Hauptver-
ursacher der Virusmyokarditis isoliert werden (Bowles et al., 2003; Martin et al., 1994). Dabei
scheinen vor allem zwei Serotypen der Gruppe C, Ad2 und Ad5, eine entscheidende Rolle zu

spielen (Pauschinger et al., 1999).

1.1.2 Struktur des Adenovirus und Organisation des Genoms

Adenoviren sind hillenlose Viren von 70 - 100 nm Durchmesser (Horne et al., 1959). Die Virio-
ne bestehen aus einem linearen doppelstrangigen DNA-Genom, das von einer ikosaedrisch auf-

gebauten Proteinhulle (Kapsid) umschlossen wird (Abb. 1.1 und 1.2).

Das Adenovirusgenom ist ein lineares doppelstrangiges DNA-Genom von 30 - 38 kb Lange. An
den beiden Enden jedes DNA-Stranges befinden sich die inverted terminal repeats (ITRs), inner-
halb deren Sequenzen sich der Ursprungsort der DNA-Replikation befindet (de Jong und van der
Vliet, 1999). An den beiden 5° Enden des Genoms ist je ein terminales Protein (TP) kovalent

gebunden, das die Zirkularisierung des Genoms erleichtert (Ruben et al., 1983).

Das Genom wird unterteilt in funf frihe Transkriptionseinheiten (EL1A, E1B, E2, E3 und E4),
vier verzogerte Transkriptionseinheiten (IVa2, IX, VAL, VA2) und funf spate Transkriptionsein-
heiten (L1 - L5) (Shenk, 2001; Majhen und Ambrioc-Ristov, 2006) (Abb. 1.2). Der Major Late



Einleitung 3

Promotor nimmt bei der Regulation der Transkription eine Schlusselstellung ein. Wéhrend der
Transkription der frihen Gene ist er bereits in abgeschwachter Form aktiv. Nach dem Beginn der
viralen DNA Replikation ist er dann vollstandig aktiviert und kontrolliert die Transkription der
spaten Gene (Russell, 2000). Die spaten Proteine, von denen mindestens funfzehn verschiedene
bekannt sind, werden alle von der Major Late Transcription Unit (MLTU) kodiert. VVon dieser
wird eine einzige Precursor RNA (pre-mRNA) transkribiert, aus der durch alternatives Spleil3en
und Polyadenylierung die funf mit L1 bis L5 bezeichneten mRNA Familien hervorgehen. Sie
kodieren die adenoviralen Strukturproteine (Térmanen Persson et al., 2012). Das Adenovirus
kodiert auRerdem abhangig vom Serotyp ein oder zwei virus-assoziierte RNAs (VA RNA | und
VA RNA 1), die von der RNA-Polymerase 11 transkribiert werden und der Inhibierung der Pro-
teinsynthese der Wirtszelle dienen (Shenk, 2001; Hall et al., 2010).

Das Kapsid ist aus 252 Untereinheiten, den Kapsomeren, aufgebaut, von denen 240 Hexone und
12 Pentone sind. Die Pentone, die je aus einer Petonbasis und einem Fiberprotein bestehen, be-
finden sich an den Ecken des Ikosaeders (Abb. 1.1). Das trimerische Fiberprotein ragt dabei an-
tennenartig in die Peripherie und vermittelt die primére Interaktion mit dem Rezeptor der Ziel-
zelle (Russell, 2009; Shenk, 2001; Roelvink et al., 1998). Bis auf Ad40 und Ad41 kodieren alle
Serotypen nur ein einziges Fiberprotein. Da diese beiden Serotypen jeweils zwei Fiberproteine
kodieren, die gemeinsam strukturelle Bestandteile ihrer Virione sind, kénnte dies ein Hinweis
auf die Existenz multipler Rezeptoren sein (Kidd et al., 1993; Yeh et al., 1994). Die 20 Seiten-
flachen des Ikosaeders werden von je 12 Hexon-Proteinen gebildet. Ein jedes Hexon ist ein Tri-

mer des viralen Hexonproteins (Polypeptid I1) (Shenk, 2001).

Vier zusétzliche Strukturproteine, die sogenannten minor Proteins sind mit den drei Hauptbe-
standteilen der Kapsomere verbunden: Illa, VI, VIII und IX (Vellinga, et al., 2005). Sie dienen
der Stabilisierung des Kapsids (Wiethoff et al., 2005). Daneben sind funf weitere Struktuproteine
bekannt, die sich im Inneren des Virus befinden: V, VII, Mu, 1Va2, das terminale Protein TP und
die 23K virale Protease (Russell, 2009). Das Polypeptid VII ist das Hauptstrukturprotein des
Core. Es fungiert als Histon-ahnliche Einheit, um die sich die DNA windet (Chatterjee et al.,
1986). Die Funktion des Polypeptids V ist noch nicht vollstdndig verstanden. Es ist relativ fest
mit dem Polypeptid VI, das als Bestandteil der Hille mit Hexon assoziiert ist, verbunden, was
auf seine mogliche Brickenfunktion zwischen Core und Kapsid hinweist (Matthews and Russell,
1998). Gleichermalen konnte auch die Funktion des Mu Proteins noch nicht vollstandig aufge-
schlusselt werden. Einerseits akkumuliert Mu im Nukleolus andererseits scheint seine Vorstufe,

das preMu, eine inhibitorische Wirkung auf die Expression der spaten adenoviralen Gene zu
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haben (Lee et al., 2004). pTP, die Vorstufe des TP, ist essentiell an der Virusreplikation beteiligt.
pTP bildet einen Komplex mit der viralen Polymerase, der als Initiator der Transkription fungiert
(Webster et al., 1997, de Jong und van der Vliet). Die Spaltung von pTP zu TP und preMu zu
Mu ist dabei durch die virale Protease katalysiert, die auch fur die Entstehung der viralen Po-
lypeptide Illa, VII, VIII, IX und VI aus ihren Vorstufen verantwortlich ist (Mangel et al., 2003;
Russell, 2009). Dem IVa2 Protein kommen mehrere wichtige Funktionen zu. Es fungiert als
Transkriptionsaktivator des Major Late Promotors, der vor allem die Expression der spaten a-
denoviralen Gene reguliert (Tribouley et al., 1994; Lutz und Kedinger, 1996) und ist sowohl am
Aufbau des Kapsids als auch an der Verpackung der Virus-DNA entscheidend beteiligt (Ostap-
chuk et al., 2005). So konnten Zhang und Imperiale zeigen, dass Adenovirus-Mutanten, die kein
Va2 exprimierten, nicht in der Lage waren infektiose Partikel zu bilden (Zhang und Imperiale,

2003).

Kapsidproteine Andere Proteine Kernproteine
4 oV
" Hexon ¥ llla
® VI
' Pentonbase - v o Mu
S, VI ® terminales
seeeenay Fiberprotein Protein
& KX = [Va2
@ Protease

Abb. 1-1: Struktur des Adenovirus (modifiziert nach Russel, 2009)
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| | | | | | | [ | T 13
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
E28 E2A €4

Va2 E2A late

Abb. 1-2: Organisation des adenoviralen Genoms (Hall et al., 2010)

Die kodierenden Gene fir E1A, E1B, E3, IX, die spaten Proteine (L1 - L5) sowie die Virus assoziierten RNAs
werden rechtswarts abgelesen. Die Gene fir E4, E2A, E2B und Va2 in werden linkswartiger Orientierung abgele-

sen.

1.1.3 Replikationszyklus

Der adenovirale Replikationszyklus I&sst sich in eine friihe und eine spate Phase unterteilen. Da-
bei beinhaltet die friihe Phase den Eintritt des Virus in die Wirtszelle, den Transport zum Nukle-
us sowie die Transkription und Translation der frilhen Gene und dauert in permissiven Zellen
etwa 6 - 8 Stunden. Die spéte Phase dauert weitere 4 - 6 Stunden und umfasst die Replikation der
DNA, die Transkription und Translation der spaten Gene sowie die abschlieRende Bildung der
infektiosen Viruspartikel (Russell, 2000).

1.1.3.1 Frihe Phase

Die friihe Phase des Infektionszyklus beginnt mit der Bindung des Adenovirus an die Wirtszelle.
Diese erfolgt flr alle Serotypen (ber die Interaktion der C-terminalen Kndpfchendoméne des
Fiberproteins mit dem Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Bergelson et al., 1997; Roelvink
et al.,, 1998). Die einzigen Ausnahmen hiervon bilden einige Serotypen der Gruppe D (z.B.
Ad37), die Gber N-Acetylneuraminsdure an die Zelle binden sowie die Gruppe B, fiur die CD46
als Rezeptor beschrieben wurde (Arnberg et al., 2000; Hall et al., 2010). Die Internalisierung des
Virus erfolgt nach Interaktion des RGD (Arginin - Glycin - Asparaginsaure) Motifs der Penton-
base mit den zellul&ren Integrinen oavB3 und oavPs durch Endozytose (Wickham et al., 1993; Ma-
thias et al., 1994). Die Bindung der RGD-Doméne bewirkt eine Konformationsanderung der
Integrine. Die daraufhin induzierte Signalkaskade flhrt zu Veradnderungen des Zytoskeletts, die
die Endozytose des Adenovirus mittels Clathrin-coated vesicles ermdglichen (Li et al., 1998;
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Wang et al., 1998; Clark und Brugge, 1995). Fur die Serotypen Ad3 und Ad35 der Gruppe B
konnte ein alternativer Mechanismus der Internalisierung nachgewiesen werden. Nach Bindung
ihres Rezeptors CD46 und Interaktion mit den av-Integrinen werden sie mittels Makropinozytose
in die Zelle aufgenommen (Amstutz et al., 2008; Kalin et al., 2010). Zeitgleich mit der Internali-
sierung beginnt bei den Adenoviren der Gruppe C die Dissoziation des Kapsids. Das Fiberpro-
tein desintegriert bereits wahrend des VVorgangs der Endozytose vom Virion und ist somit bereits
im frihen Endosom nicht mehr nachweisbar (Greber et al., 1993). Durch die Aktivitat der va-
kuolaren Protonen-ATPase in der Membran sinkt in der Folge der pH-Wert im Inneren des En-
dosoms. Vermutlich ist die saure Umgebung der Reiz, der anschlie3end die schrittweise Dissozi-
ation der Kapsidproteine initiiert (Hall, 2010). Zunéchst l6sen sich die verbliebenen Fiberprotei-
ne, dann die Pentonbase und das Polypeptid Illa. Im Anschluss erfolgt die Dissoziation der Pro-
teine VI, VIII und schlieBlich des Polypeptids IX (Greber et al., 1993). Das Protein VI vermittelt
die Lyse der endosomalen Membran und die darauf folgende Freisetzung der Virus-DNA zu-
sammen mit den restlichen Strukturproteinen ins Zytoplasma (Wiethoff et al., 2005). Der an-
schlieRende Transport des partiell dissoziierten Virions zum Nukleus erfolgt vermutlich entlang
der Mikrotubuli mit Hilfe des Motorproteins Dynein, das an das Hexonprotein bindet (Bremner
et al., 2009; Leopold et al., 2000). Im n&chsten Schritt bindet das partiell dissoziierte Adenovirus
durch Interaktion des Hexonproteins mit dem zytoplasmatischen Filamentprotein CAN/Nup214
an den nuklearen Porenkomplex. Nach Assoziation des beweglichen nukledren Proteins Histon
H1 mit dem Hexonprotein und Bindung der H1-Importfaktoren Impp und Imp7 erfolgt die voll-
stdndige Dissoziation des Kapsids (Trotman et al., 2001). Ein weiteres Protein, das hsp70,
scheint an diesem Prozess ebenfalls entscheidend beteiligt zu sein, indem es in seiner Funktion
als molekulare Chaperone moglicherweise das Virion in seiner dissoziierten Funktion stabilisiert
(Saphire et al., 2000). Der genaue Mechanismus des nukledren Imports der adenoviralen DNA
ist noch nicht abschlieRend geklart. Trotman et al. postulieren, dass der Transport durch die nuk-
ledren Porenkomplexe vornehmlich durch die Importfaktoren Impp und Imp7 vermittelt wird.
Das Histon H1 als nukledres Protein gelangt zu geringen Teil auch in das Zytoplasma. Die H1-
Importfaktoren vermitteln seinen Rucktransport in den Nukleus, so dass ein Steady-State erreicht
wird. Die virale DNA konnte also kotransportiert werden, vermittelt durch die Bindung DNA-
naher Hexonproteine an das Histon H1 (Trotman et al., 2001). Hindley et al. sehen das adenovi-
rale Protein VII als Hauptvermittler des Kernimports. In diesem Modell wird der Transport
durch die nukledaren Porenkomplexe durch die Bindung von Protein VII an den Importrezeptor
Transportin vermittelt. Die Importfaktoren, hsp70 und das Histon H1 bewirken dabei zunéchst

die Dissoziation des Kapsids und anschlieBend die erforderlichen Konformationsanderungen, um
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die Bindung von Protein VII an das Transportin zu ermdglichen (Hindley et al., 2007). Das
Hexonprotein des Serotypen Ad3 besitzt nicht die eforderliche Domdane, um das Histon H1 zu
binden. Die Translokation der viralen DNA muss hier folglich durch einen anderen Mechanis-

mus erfolgen (Trotman et al., 2001).

Im Nukleus beginnt die Transkription der fruihen Gene. Als erstes werden die E1 Gene expri-
miert, weswegen sie auch als immediate early genes bezeichnet werden. Fur ihre Expression sind
keine anderen in der Zelle neu synthetisierten viralen Faktoren erforderlich. Das E1 Gen kann in
zwei Untereinheiten unterteilt werden: E1A und E1B. Vom E1A Gen werden durch alternatives
SpleiBen zwei mMRNA Spezies gebildet, von denen die beiden Hauptprodukte der E1A-Region,
289R (13s) und 243R (12s), translatiert werden. Drei weitere Genprodukte, 9s, 10s und 11s,
entstehen zu einem spéateren Zeitpunkt aus derselben pre-mRNA (Shenk, 2001). Die Hauptfunk-
tion der friihen E1A Proteine besteht darin, durch die Interaktion mit Zellzyklus regulierenden
Elementen den Eintritt der Zelle in die S-Phase zu induzieren und dadurch die VVoraussetzungen
fur die adenovirale Genomreplikation zu schaffen. Eine weitere Funktion besteht in der Aktivie-
rung der Transkription der nachfolgenden frilhen Gene E1B, E2, E3 und E4 und der spéaten Gene
(L) (Russell 2000, Shenk, 2001). Die verschiedenen Funktionen der ELA-Produkte beruhen auf
der Interaktion mit unterschiedlichen zelluldren Proteinen (siehe Tab.1) und sind fur die virale
Replikation essentiell (Biederer et al., 2002).

Tab. 1-1: Ubersicht (iber die Hauptinteraktionspartner der E1A-Produkte (modifiziert nach Russell,
2000)
Interaktionspartner Wirkung
p21 und verwandte CDK- Stimulation von Zellteilung und -wachstum
Inhibitoren

Cyclin A-p33cdk2 Komplex | Regulation der zellularen DNA-Synthese
und Cyclin E-p33cdk2 Kom-
plex

p300/CBP Familie (Transak- | Regulation des Zellzyklus, Induktion von p53 unabhéngiger Apoptose
tivatoren)

Rb/p130 Proteinfamilie Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F und somit Induktion der S-Phase der
(,,pocket proteine*) Zellen und der Transkripiton der adenoviralen E2-Region
Multiproteinkomplex Sur-2 Stimulation der Transkription der viralen Gene

TATA-box-binding protein Regulation der Transkription
(TBP) und TBP-associated
protein (TAF)
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Interaktionspartner Wirkung
Sugl Stabilisierung von p53 und somit Promotion von Apoptose
UBC9 Modifikation und Stabilisierung zelluldrer Proteine wie p53
STAT-1 Inhibierung der Interferonantwort

Das E1B-Gen codiert in tberlappenden Leserahmen fur zwei Proteine, E1B19kD und E1B55kD.
Das kleinere Produkt, E1B19kD, ist ein Analogon des zelluléren Proteins Bcl-2 und fungiert wie
Bcl-2 als Apoptoseinhibitor (Russell 2000; Rao et al., 1992). Das E1B55kD Protein unterdriickt
die Funktion des zellularen Tumorsuppressorgens p53, indem es seine Aktivitat als
Transkriptionsaktivator inhibiert (Kao et al., 1990; Yew et al., 1994). Des weiteren fihrt
E1B55kD durch Interaktion mit dem adenoviralen Protein E4-ORF6 das p53 dem proteolyti-
schen Abbau im Zytoplasma zu (Lomonosova et al., 2005; Harada et al., 2002). p53 kann auch
als Wachter des Genoms bezeichnet werden, da es im Falle einer Schadigung der DNA entweder
den Arrest des Zellzyklus herbeifiihrt, so dass die Reparatur der DNA erfolgen kann, oder es die
Apoptose der geschadigten Zelle induziert (Kastan et al, 1992; Lowe et al.,1993; Shaw et al.,
1992, Clark et al., 1993). Es wird somit deutlich, dass DNA-Viren, wie das Adenovirus, p53
inhibieren massen, um ihre DNA im Nukleus der Wirtszelle zu replizieren ohne dass die Zelle in
Apoptose geht und ohne dass die zelluldren Reparaturmechanismen induziert werden und somit
die S-Phase und folglich die eigene DNA-Replikation beendet wird (Lane, 1992).

In der spéten Phase des Replikationszyklus erflllt das E1B-55kD eine weitere Funktion. Im Zu-
sammenspiel mit E4-ORF6 vermittelt das grofle E1B Produkt den Transport der spéten viralen
MRNA in das Zytoplasma, wobei zugleich die Translokation der zellularen mRNA gehemmt
wird (Blanchette et al., 2008).

Das E2 Gen kann unterteilt werden in E2A und E2B. Dabei kodiert E2A das DNA binding pro-
tein (DBP). Aus der E2B-Region leiten sich die virale Polymerase (Pol) und die Vorstufe des
terminalen Proteins (pTP) ab. Alle drei Proteine spielen eine entscheidende Rolle wahrend der
viralen DNA-Replikation (deJong und van der Vliet, 1999).

Die Produkte der E3-Region sind fur die virale Replikation nicht essentiell und auch nicht in
allen Serotypen konserviert (Su et al., 2011). Es handelt sich um mehrere verhéltnismaliig kleine
Proteine, die vornehmlich dazu dienen die Immunantwort des Wirtsorganismus zu modulieren,
um eine andauernde adenovirale Infektion zu etablieren. Das E3-gp19K inhibiert den Transport

von MHC Klasse | Molekilen zur Plasmamembran und supprimiert gleichzeitig die Prozessie-
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rung von adenoviralen Peptiden, so dass sie von den MHC | Molekilen auf der Plasmamembran
nicht prasentiert werden konnen. Auf diese Weise wird die Erkennung der infizierten Zelle durch
zytotoxische T - Zellen verhindert (Burgert et al., 1987; Bennett et al., 1999). E3-14.7K und der
Proteinkomplex E3-10.4/14.5K fungieren als Apoptoseinhibitoren (Shisler et al., 1997; Wold et
al., 1999). Das einzige proapoptotisch wirkende Protein ist das E3-11.6 K Protein, auch als A-
denovirus Death Protein (ADP) bezeichnet. Seine Expression ist im Unterschied zu den anderen
E3 Produkten durch den MLP reguliert, so dass E3-11.6 erst in der spaten Phase der adenovira-
len Repliaktion synthetisiert wird. Seine Funktion besteht vermutlich darin nach Abschluss der
DNA-Replikation und erfolgter Konstitution der Virione die Lyse und somit den Tod der Zelle
zu propagieren und die Freisetzung der Virusnachkommen zu vermitteln (Tollefson et al., 1996).

In der E4-Region werden sieben verschiedene Polypeptide kodiert, die durch alternatives Splei-
Ren aus einem grofRen Primértranskript gebildet werden und entsprechend der Reihenfolge und
Anordnung des zugehorigen offenen Leserahmens als E4-ORF1, E4-ORF2, E4-ORF3, E4-
ORF3/4, E4-ORF4, E4-ORF6 und E4-ORF6/7 bezeichnet werden. Alle Proteine bis auf das E4-
ORF3/4 konnten auch in Adenovirus infizierten Zellen nachgewiesen werden. Die E4-Produkte
interagieren auf komplexe Weise mit verschiedenen Schlusselproteinen des viralen sowie des
zellularen Stoffwechsels und erflllen somit eine Vielzahl von Funktionen im Rahmen des vira-
len Replikationszyklus, wie beispielsweise die Regulation von Apoptose und viraler Transkripti-
on und Translation. Gleichzeitig sind sie indirekt an der viralen DNA-Replikation beteiligt und
nehmen Einfluss auf verschiedene Signaltransduktionswege (Tauber und Dobner, 2001; Russell
2000).

1.1.3.2 Spate Phase

Durch die Expression der friihen Gene wurde in der Zelle die optimale Umgebung fiir die a-
denovirale DNA-Replikation geschaffen. Die DNA-Replikation beginnt nach Bindung des Initia-
tionskomplexes, bestehend aus der viralen Polymerase (Pol) und der Vorstufe des terminalen
Proteins (pTP), im Bereich der Inverted Terminal Repeats. Bei einigen Serotypen fungieren die
zelluldren Faktoren NFI und Oct-1 als Transkriptionsenhancer, indem sie den Initiationskomplex
stabilisieren. Die Elongation der DNA wird hauptsachlich durch die Funktion des viralen DNA
Binding Proteins (DBP) vermittelt (de Jong und van Vliet, 1999). Nach Beendigung der Replika-
tion beginnt die Transkription der spate Gene L1 - L5, die Uberwiegend fur Strukturproteine ko-
dieren. lhre Expression ist durch den MLP reguliert (Russell, 2000). Die abschlieRende Verpa-
ckung des Virus wird durch das Packaging-Signal vermittelt, eine AT-reiche Region am linken
Ende des Genoms (Ostapchuk et al., 2005). Den viralen Proteinen L152/55kD, L4-22kD und
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IVa2 kommt dabei eine Schllsselfunktion zu (Ewing et al., 2007; Perez-Romero et al., 2006).
Nach der gangigen Theorie wird die virale DNA nach Bildung des Kapsids an einem spezifi-
schen Vertex in das Kapsid eingebracht (Hall et al., 2010). Zhang und Imperiale auf der anderen
Seite erdrtern in ihrer Arbeit die These, dass die Kapsomere um einen bestehenden DNA-Kern
herum zusammengefiigt werden (Zhang und Imperiale, 2003). AbschlieRend erfolgt Spaltung der
Vorlauferproteine pVI, pVII, pVIIl, pMu und pTP in ihre maturierte Form durch die Protease
23k (Mangel et al., 2003; Hall et al., 2010). Vermittelt durch das Adenovirus Death Protein er-
folgt die Lyse der Zelle und anschlieBende Freisetzung der fertigen Virione (Tollefson et al.,
1996). Alternativ dazu wird die Freisetzung des Virus mittels Autophagozytose postuliert (Jiang
et al., 2008). Die Gruppe B Adenoviren kodieren kein Adenovirus Death Protein (ADP), so dass
sich die Adenoviren dieses Serotyps den Weg aus der Zelle tber einen alternativen bisher noch

nicht determinierten Mechanismus bahnen mussen (Hall et al., 2010).

1.2 RNA-Interferenz

1990 unternahmen Napoli et al. den Versuch eine besonders farbstarke violette Petunie zu gene-
rieren. Zu diesem Zweck sollte ein fir die Pigmentsynthese verantwortliches Enzym durch Ein-
bringen eines transgenen Enzyms Uberexprimiert werden. Als Resultat erhielten die Forscher
weilRe oder gemischt weille/violette Petunien und fanden in der Folge heraus, dass in diesen Pha-
notypen sowohl die mMRNA des Wildtyp Enzyms als auch die des transgenen Enzyms herunter-
reguliert war (Napoli et al., 1990). Die genaue Beschreibung dieses spater als RNA Interferenz
(RNAI) bezeichneten Mechanismus des posttranskriptionellen Gen-Silencings erfolgte einige
Jahre spater im Nematoden C. elegans durch Andrew Fire und Craig C. Mello, die 2006 fr ihre

Arbeit mit dem Nobelpreis geehrt wurden (Fire et al., 1998).

RNAI bezeichnet einen hoch konservierten Mechanismus, dem zu Folge durch enzymatische
Spaltung im Zytoplasma kurze RNA-Doppelstrange entstehen, die die sequenzspezfische Bin-
dung eines komplementaren RNA-Einzelstranges vermitteln, der daraufhin degradiert oder des-
sen Translation in der Folge inhibiert wird. In fast allen Eukaryonten ist die RNAI ein zentraler

Mechanismus zur Regulation von Genen und zur Abwehr viraler Infektionen.

1.2.1 Mechanismus der RNA-Interferenz

Durch lange doppelstrangige RNA-Molekile (dsSRNA) wird eine Kaskade initiiert, an deren En-
de die Spaltung einer sequenzhomologen einzelstrangigen RNA steht. Alternativ kann zu Beginn
des Signalweges auch eine precursor-microRNA (pre-miRNA) stehen, in diesem Fall erfolgt am

Ende in der Regel die Hemmung der Translation des komplementéren RNA-Einzelstranges. Bei-
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de Kaskaden besitzen eine gemeinsame Endstrecke und werden unter dem Begriff RNAI zu-

sammengefasst.

Lange Molekile doppelstrangiger RNA entstehen in der eukaryontischen Zelle nach Eindringen
eines Virus oder nach Integration von Transposons oder Transgenen in das Wirtsgenom (Tuschl
und Borkhardt, 2002). pri-miRNAs, die Vorstufen der miRNAs, werden durch Transkription
genomischer DNA gebildet. Diese mehrere hundert bis mehrere tausend Basenpaare langen
Transkripte werden dann noch im Zellkern durch das RNase-1l1-like-Enzym Drosha in ca. 70
Basenpaare grof3e pre-miRNAs gespalten (Lee et al., 2003). Der nukledre Exportfaktor Exportin
5 vermittelt den Transport in das Zytoplasma (Yi et al., 2003; Bohnsack et al., 2004). Lange
dsRNA und pri-miRNA werden dort durch Dicer, ein weiteres RNase-I1I-like-Enzym, in kurze
RNA-Dopplestrdnge von 21-28 Basenpaaren Lange gespalten, den small interfering RNAS
(sSiRNAs) bzw. miRNAs (Bernstein et al., 2001). Anschlieend werden die si- bzw. miRNASs in
den RNA-induced-silencing-Complex (RISC) integriert, der die Degradierug bzw. translationale
Hemmung der Ziel-RNA vermittelt (Hammond et al., 2000). RISC ist ein Ribonukleoprotein-
komplex, der hauptsdchlich von einem siRNA-Einzelstrang und Proteinen der Argonaute-
Familie gebildet wird (Martinenz et al., 2002). Die Beladung des RISC wird vermutlich durch
den RISC-loading complex (RLC) vermittelt, der in S&ugetierzellen aus Dicer, Argonaute 2 (A-
go 2) und dem trans-activating response RNA-binding Protein (TRBP) besteht (Maniataki and
Mourelatos, 2005). Noch im RLC wird ein RNA-Strang gespalten und abgebaut. Aus dem ande-
ren Strang, der komplementér zur Zielsequenz ist, und Ago2 geht der RISC Komplex hervor
(Matranga et al., 2005). Argonaute Proteine besitzen zwei charakteristische Doménen: PAZ (Pi-
wi-Argonaute-Zwille) und PIWI (Carmell et al., 2002). PAZ ist eine RNA-Bindungs-Domane,
die spezifisch die si/mi-RNA Helix mit ihren charakteristisch Nukleotidiiberhdngen an beiden
3°‘- Enden erkennt und bindet (Ma et al., Lingel et al., 2004). Auf diese Weise kann die akziden-
telle Prozessierung anderer RNA-Molekile verhindert werden. Die Endonuklease Dicer enthalt
ebenfalls eine PAZ-Domane, was die spezifische Erkennung von dsRNA und pre-miRNA erkla-
ren kdnnte (Zhang et al., 2002; Baysuk et al., 2003; Meister und Tuschl, 2004). Die PIWI Do-
méane weist Ahnlichkeiten mit den Enzymen der RNase H Familie auf (Song et al., 2004), die fir
die Spaltung der RNA Komponente eines DNA/RNA-Duplex verantwortlich sind, so dass Ago 2
die Spaltung der Ziel-RNA zugeschrieben wird. Ago 2 katalysiert die Hydrolyse der Phospho-
diesterase-Bindungen in einer genau definierten Region nahe der Mitte des Doppelstranges aus
si- und Ziel-RNA 11 oder 12 Nukleotide stromab des ersten Nukleotids, das komplementar zur
siRNA ist (Elbashir et al., 2001a).
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Obwohl davon auszugehen ist, dass ca. 30% der codierenden Gene des S&ugetierorganismus
durch miRNAs reguliert sind und dass miRNAs an der Regulation nahezu aller derzeit bekann-
ten Prozesse auf zelluldrer Ebene beteiligt sind (Lewis et al., 2005; Filipowicz et al., 2008), ist
die miRNA vermittelte RNAI weniger gut verstanden. miRNAs wirken vorwiegend indem sie
einen Arrest der Translation herbeifiihren (Olsen und Ambros, 1999). Nachdem die miRNA als
Einzelstrang in den RISC-Komplex inkorporiert wurde, vermittelt sie die Bindung an die kom-
plementdare MRNA im Bereich der 3*°UTR der mRNA, dabei kommt es bei den Metabionta in der
Regel nur zu einer vollstandig tbereinstimmenden Basenpaarung im Bereich der Basen 2 - 8 am
5‘-Ende der miRNA, der sogenannten seed region (Lewis et al., 2003; Lai, 2002; Brennecke et
al., 2005; Filipowicz et al., 2008) und folglich zu einer Hemmung der Translation (Olsen and
Ambros, 1999). Die Degradierung der Ziel-mRNA erfolgt nur bei vollstandiger oder nahezu
vollstandiger Komplementaritat der Sequenzen von miRNA und Ziel-mRNA und ist vorrangig
bei Pflanzen beschrieben worden (Rhoades et al., 2002; Llave et al., 2002; Du und Zamore,
2005). Im Tierreich sind bisher nur wenige miRNAs charakterisiert, die die Spaltung ihrer kom-
plementaren mRNA vermitteln (Yekta et al., 2004; Davis et al., 2005).
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz (modifiziert nach van Rij und Andino, 2006)
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Die pri-miRNAs entstehen als Transkripte genomischer DNA. Noch im Zellkern werden sie
durch die Endoneuclease Drosha zur pre-miRNA prozessiert. Der Transport ins Zytoplasma er-
folgt mittels Exportin 5. Viren oder Transposons stellen weitere Quellen fir dsRNA dar. Im Zy-
toplasma wird die dsSRNA zunéchst durch das RNase 111 - like Enzym Dicer in kleinere RNA-
Doppelstrange von etwa 21 - 28 Basenpaaren Lange gespalten, die SiRNA bzw. miRNA. Als
Einzelstrang werden die si/miRNAs dann durch den Multiproteinkomplex RISC gebunden und
vermitteln in der Folge entweder die Degradierung der komplementaren mRNA oder den Arrest

der Translation.

1.2.2 siRNAs
1.2.2.1 Struktur

Nach der bahnbrechenden Entdeckung der RNAi im Nematoden C. elegans (Fire und Mello,
1998) musste noch einige Zeit vergehen, bis der Mechanismus fiir Gen-Silencing basierte Unter-
suchungen bei Eukaryonten nutzbar gemacht werden konnte. Erst mit der vollstdndigen moleku-
larbiologischen Aufschliisselung des Pathways wurden die siRNAs als Schlisselstrukutren iden-
tifiziert und damit die Mdglichkeit geschaffen die durch das Einbringen langer dsSRNA-Molekile
hervorgerufene Interferonantwort (Katze et al., 2002; Stark et al., 1998; Dorsett und Tuschl,
2004) zu umgehen.

siRNAs sind kurze RNA-Doppelstrange von etwa 21 Basenpaaren Lange. An beiden 3 Enden
der Helix befinden sich charakteristische Uberhange in Form von 2 freien Nukleotiden (Elbashir
et al., 2001b). Nachdem der siRNA Duplex zunéchst an den RISC Loading Complex (RLC) ge-
bunden hat, wird ein Strang, der sogenannte passenger Strang degradiert. Der andere Strang,
auch als guided Strang bezeichnet und das Ago 2 Protein bilden die Hauptkomponenten des
RISC Komplex. Der guided Strang vermittelt dann die Bindung an die zu ihm komplementare
Ziel-mRNA (Matranga et al., 2005). Grundsatzlich ist nicht festgelegt, welcher Strang des RNA
Duplexes zum guided Strang wird. Es gibt jedoch Faktoren, die die Aufnahme in den RISC-
Komplex begunstigen. Auf diese Weise ist es mdglich den Strang, der die maximale Homologie
flr die Zielstruktur aufweist, zu selektieren und somit den Silencing-Effekt zu optimieren. Lan-
gere Zeit galt die thermodynamische Instabilitdt am 5° Terminus als endscheidender beglinsti-
gender Faktor fur die Aufnahme in den RISC-Komplex. Walton et al. konnten in ihrer Analyse
zeigen, dass sowohl die thermodynamische Instabilitat als auch die Sequenz am 5° Ende ent-
scheidend die Aufnahme eines Stranges in den RISC Komplex beglnstigen (Walton et al.,
2010).
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siRNAs konnen entweder endogen durch Dicer vermittelte Spaltung langer dsSRNA Molekile
entstehen oder sie konnen synthetisch hergestellt und anschliel3end in die Zelle eingebracht wer-
den. Synthetisch hergestellte SIRNAs tragen an ihrem 5° Ende eine Hydroxylgruppe. Um in den
RISC -Komplex integriert zu werden bendtigen sie jedoch eine Phosphatgruppe in dieser Positi-
on (Nykanen et al., 2001). Die erforderliche Phosphorylierung der siRNAs findet nach ihrem
Eintritt in die Zelle statt und wird durch die Kinase hClpl vermittelt (Weitzer und Martinez,
2007). siRNAs bewirken eine signifikante Reduktion der Proteinexpression, dabei wird das Ziel-
gen jedoch in den meisten Fallen nicht komplett ausgeschaltet wie es beispielsweise bei der ho-
mologen Rekombination der Fall ist. Es wird daher in Zusammenhang mit RNA Interferenz auch
von Knockdown im Unterschied zu Knockout (z.B. transgene Tiere) gesprochen (Kurreck, 2009).
Die Dauer der siRNA Wirkung liegt in der Regel zwischen 5 und 7 Tagen (Holen et al. 2002;
Watanabe et al., 2004).

1.2.2.2 Chemische Modifikationen

Zusétzliche Stabilisierung gegenuber Ribonukleasen und somit eine verldngerte Lebendsdauer
der siRNAs konnte beispielsweise durch Austausch der Hydroxylgruppe an der 2°-Position der
Ribose mit einem Fluoropyrimidin-Rest oder einer O-Methylgruppe erreicht werden (Morrissey
et al., 2005). Dies ist vor allem fur die in vivo Applikation von Bedeutung.

Mittels chemischer Modifikation lasst sich auf verschiedene Weise die Funktion der syntheti-
schen siRNAs durch kleinere Veranderungen der Molekulstruktur erweitern ohne dabei die
Silencing-Aktivtidt zu beeintrachtigen. Hauptziele sind dabei die Erhéhung der Stabilitat gegen-
uber Nukleasen (s.0.), die Verbesserung der Aufnahme in die Zielzelle und der Pharmakokinetik
sowie die Minimierung von unerwinschten Nebenwirkungen im Sinne einer Aktivierung der
Immunantwort oder der Interferenz mit dem endogenen miRNA-Pathway (Behlke, 2008). Ein
weiteres Besipiel flr eine solche Modifikation ist das Einbringen einer 2’-desoxy-2'-fluoro-f3-d-
arabinonukleinsdure-Gruppe (FANA) an der 2° Position der Ribose-molekiile des sense Stran-
ges, wodurch zum einen die Serumhalbwertszeit der siRNA auf bis zu 6 h angehoben werden
(im Vergleich zu 15 min fiir unmodifizierte siRNA) und zum anderen die Silencing-Aktivitit um
ein Vierfaches gesteigert werden konnte (Dowler et al., 2006). Durch Austausch der Hydro-
xylgruppe des passenger Stranges durch eine Methoxy-Gruppe kann verhindert werden, dass er
wie der guided Strang phosporyliert und in den RISC-Komplex inkorporiert wird, so dass off-

target Effekte reduziert werden kénnen (Chen et al., 2008).
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1.2.2.3 Unerwitnschte Nebenwirkungen

Dennoch stellen unerwiinschte Nebenwirkungen wie off-target Effekte, die Interferenz mit dem
miRNA Pathway oder die Induktion einer Interferonantwort ein zentrales Problem bei der An-
wendung von siRNAs dar. Die Entstehung von off-target Effekten, das heifl3t die sSiRNA vermit-
telte Degradierung von mRNA, die nicht als Zielstruktur definiert wurde, lasst sich vorwiegend
damit erklaren, dass die perfekte Ubereinstimmung der Basen 2 - 8 (seed region) der siRNA mit
der 3°UTR einer mRNA hinreichend ist, um den konsekutiven Abbau der mRNA herbeizufiihren
(Birmingham et al., 2006; Anderson et al., 2008). Gleichwohl konnte jedoch gezeigt werden,
dass siRNAs, deren seed Komplement ein hdufig wiederkehrendes Sequenzmotiv im 3°‘UTR
Transkriptom darstellt, stirkere off-target Effekte bewirken als siRNAs, die im Bereich der Ba-
sen 2 - 8 ein seltenes Sequenzmotiv besitzen (Anderson et al., 2008). Daraus lasst sich die M6g-

lichkeit ableiten off-target Effekte durch intelligentes sSiRNA-Design zu minimieren.

Ein weiteres Problem des siRNA vermittelten Gen-Silencing besteht in der Interferenz mit dem
endogenen MmiRNA Pathway. Synthetische siRNAs und zellulare miRNAs nutzen einen Uber
weite Strecken identischen Pathway, so dass es nicht weiter verwunderlich ist, dass sSIRNAs wie
miRNAs wirken kdnnen, indem sie die mRNA an der 3°UTR nur Uber partiell homologe Basen-
paarung binden und in der Folge den Arrest der Translation herbeifiihren. Wie weitreichend die

Konsequenzen daraus sind, ist hingegen noch zu grofRen Teilen ungeklért (Doench et al., 2003).

Wie die dsRNAs kdnnen auch siRNAs die Interferonantwort des Wirtsorganismus triggern. siR-

NAs werden von einigen Toll-like-Rezeptoren (TLR 3, 7, 8), die spezifische Rezeptormolekule

auf der Oberflache von Immunzellen darstellen, erkannt und aktivieren auf diese Weise eine Sig-

nalkaskade an deren Ende die Produktion von Interferonen steht (Doyle et al., 2002; Takeda und
Akira., 2005). In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine sSiRNA
gegen VEGF, die zur Behandlung der altersabhdngigen Makuladegenration (AMD) bereits in
einer Phase Il Studie eingesetzt wurde, ihren Effekt, die Hemmung der Neovaskularisierung,
nicht durch Silencing des Zielgens, sondern durch Aktivierung des Toll like Rezeptors und die
darauffolgende Herunterregulation des VEGF durch Interferon gamma und Interleukin 12 ausub-
te (Kleinmann et al., 2008). Die Phase 11l Studie musste daraufhin eingestellt werden.

Des Weiteren kdnnen uridin- und uridin-/guanosinreiche Motive innerhalb der siRNA-Sequenz
die Zytokin- und Interferonausschuttung triggern (Hornung et al., 2005; Judge et al., 2005) und
auch uber die Aktivierung der Proteinkinase R (PKR) kdnnen siRNAs immunstimulatorisch wir-
ken (Sledz et al., 2003).
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Die in Zusammenhang mit der Applikation von siRNAs beschriebenen Immunph&nomene stel-
len schwerwiegende Risiken fir die Anwendung der siRNAs in vivo dar. Aus diesem Grund
wird intensiv und mit Erfolg daran gearbeitet beispielsweise durch chemische Modifikationen
(Pkt. 1.2.2.2) das immunogene Potential der sSiRNAs zu eliminieren (Sioud et al., 2007).

1.2.3 siRNA in der Anwendung

Seit der Beschreibung der RNA-Interferenz durch Fire und Mello Ende der neunziger Jahre ha-
ben siRNAs in vielen Bereichen der Molekularbiologie erfolgreich Einzug gehalten. Mit der
siRNA Technologie ist es grundsatzlich moglich jede beliebige Ziel-mRNA mit bekannter Se-
quenz herunterzuregulieren. Daraus ergibt sich eine groRe Verwendungsbreite in der Forschung

sowie ein enormes therapeutisches Potential.

Nachdem das menschliche Genom entschliisselt worden war, waren zwar die Sequenzen aller
Gene bekannt, die Funktion der kodierten Proteine war jedoch vielfach unklar. Durch den Ein-
satz von siRNAs konnen vergleichsweise schnell loss of function Phanotypen zur Analyse der
Genfunktion hergestellt werden (Cerone et al., 2011), so dass sich die RNA Interferenz rasch als
Standardmethode in der molekularbiologischen Forschung etablieren konnte (Kurreck, 2009).
2003 wurden siRNAs erstmalig zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. Im Mausmodell konnten
Song et al. zeigen, dass durch Applikation von siRNAs gegen Fas, einen Transmembranrezeptor,
der an der Vermittlung der zellularen Apoptose beteiligt ist, die Entwicklung einer fulminanten
Hepatitis effektiv verhindert werden kann (Song et al., 2003). Mittlerweile gibt es bereits mehre-
re klinische Studien mit verschiedenen siRNAs (DeVincenzo et al., 2010; Burnett et al., 2011),
die sich zum Grof3teil noch aktuell in der Durchfiihrung befinden. Eine bereits abgeschlossene
Phase | Studie liegt beispielsweise fiir eine sSiRNA zur Therapie der altersabhangigen Makulade-
generation vor. Die siRNA hat den VEGF-Rezeptor als Zielstruktur und konnte erfolgreich zur
Stabilisierung bzw. Verbesserung der Sehschérfe der Probanden eingesetzt werden, wobei nur

minimale unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auftraten (Kaiser et al., 2010).

Weitere Felder, in denen siRNAs bereits in vielversprechenden Ansatzen erprobt werden, sind
die Therapie von Stoffwechselerkrankungen wie z.B. der Hypercholesterindmie. Zimmermann et
al. konnten am Modell des Cynomolgus Affen zeigen, dass siRNAs gegen Apolipoprotein B eine
messbare Verringerung des Serumcholesterins sowie der Low-density-Lipoprotein-Spiegel be-
wirken (Zimmermann et al., 2006). Die Tumortherapie (vgl. z. B. Pai et al., 2005) und die Be-
handlung genetischer Erkrankungen wie beispielsweise der Chorea Huntington (de Mezer et al.,

2011) zahlen ebenfalls zu den moglichen Anwendungsgebieten der RNA Interferenz.
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1.2.4 Einsatz von siRNA bei viralen Infektionen

Die antivirale Therapie ist ein weiteres groRBes Feld, in dem siRNAs Gegenstand intensiver For-
schung sind. Gegen eine Vielzahl akuter wie chronischer viraler Infektionen konnten siRNAs in
Zellkulturstudien, am Tiermodell oder auch in klinischen Studien bereits erfolgreich eingesetzt
werden. Dazu zdhlen neben vielen anderen einige der bedeutendsten humanpathogenen Viren
wie das Hepatits C Virus (HCV) (Chevalier et al., 2007), das Hepatitis B Virus (McCaffrey et
al., 2003), das Influenza A Virus (Ge et al., 2003) oder auch das Humane Immundefizienz-Virus
(HIV) (Novina et al., 2002). Chevalier et al. war es gelungen die antivirale Wirkung von siRNAs
gegen hoch konservierte Doménen der 5‘NTR (non translated region) des HCV in vitro zu de-
monstrieren. Dazu wurden die SiRNA zun&chst mit einem subgenomischen Replikon des HCV
kotransfiziert und auf diese Weise ihre Aktivitat evaluiert. Die SiIRNAs mit der starksten antivira-
len Aktivitdt wurden daraufhin weiteren Analysen zugefiihrt. In einem letzten Schritt konnte
dann die effiziente Inhibierung der HC-Virusproduktion in der Zellkultur demonstriert werden,
wobei die selektierten siRNAs sich hierbei in lIhrer Aktivitat deutlich unterschieden (Chevalier et
al., 2007).

Um die Wirksamkeit von siRNAs gegen das Influenza A Virus in vitro zu evaluieren wurden
von Ge et al. zundchst verschiedene siRNAs generiert, die sich gegen unterschiedliche Zielstruk-
turen des Virus richteten, denen allen gemein war, dass es sich um hochkonservierte Regionen
innerhalb der einzelnen Subtypen und verschiedenen Stdamme handelte. Zunachst wurde die anti-
virale Aktivitat jeder einzelnen siRNA untersucht, indem die Zellen zunachst mit den siRNAs
transfiziert, dann mit den Influenza Viren infiziert wurden und anschlieBend die Virustiter be-
stimmt wurden. Dabei zeigten sich deutlich Unterschiede in der Aktiviat der siRNAs. Einige der
untersuchten siRNAs hatten nahezu gar keinen Effekt, wéhrend die am starksten aktiven siRNAs
den Virustiter um fast 100 % im Vergleich zur Negativkontrolle verringerten. Die nachfolgende

Untersuchung in Hihnereiern lieferte ein vergleichbares Bild (Ge et al., 2003).

Auch gegen Adenoviren konnten siRNAs bereits erfolgreich in vitro eingesetzt werden. Nach
entsprechender Sequenzanalyse wurden von Chung et al. E1A spezifische siRNAs konstruiert
und Adenovirus infizierte Zellen mit den siRNAs behandelt. Mittels real-time PCR konnte da-
raufhin zun&chst die Herunterregulation der komplementédren ELA mRNA nachgewiesen wer-
den. In den anschlieRenden Plaque Assays und Fluoreszenz Assays konnte eine signifikante In-
hibierung der adenoviralen Replikation durch die sequenzspezifischen siRNAs demonstriert
werden. Auch der durch die Adenoviren hervorgerufene zytopathische Effekt war nach Applika-
tion der siRNAs signifikant reduziert, wobei jedoch in keinem der durchgefihrten Versuche eine
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vollstandige Inhibierung der adenoviralen Replikation erreicht werden konnte (Chung et al.,
2007).

Betrachtet man beispielhaft die Entwicklung von siRNAs gegen das HI-Virus so werden hierbei
gleichsam die Schwierigkeiten und das grof3e Potential der antiviralen siRNA Therapie deutlich.
Die sorgfaltige Auswahl der Zielstruktur ist von zentraler Bedeutung flr den effizienten Einsatz
der siRNAs. Zum einen muss eine Ziel-RNA gewéhlt werden, die fiir den RISC Komplex struk-
turell zugénglich ist. Die RNA fir das TAR (Transactivation Responsive Element) des HI-Virus
beispielsweise kann erst nach Aufbrechen der Sekundarstruktur durch den RISC Komplex ange-
griffen werden (Brown et al., 2005). Zum anderen hat es sich um dem Problem der Entstehung
von Escape Mutanten zu begegnen als vorteilhaft erwiesen hoch konservierte Strukturproteine
als Ziele auszuwahlen, da diese ein geringeres Risiko flir Mutationen tragen (Lee et al., 2007). In
der gegenwartig initial am haufigsten eingesetzten HIV-Pharmakotherapie werden zwei Nukleo-
sid Analoga mit einem Proteasehemmer kombiniert (Stahlmann und Lode, 2009). Eine Kombi-
nation von siRNAs gegen verschiedene Zielstrukturen erscheint im Sinne eines therapeutischen
Ansatzes ebenfalls sinnvoll, um einen optimalen inhibitorischen Effekt zu erzielen (Li et al.,
2005). Im Rahmen einer solchen Kombinationstherapie kdnnten auch zellulare Faktoren wie
beispielsweise der CCR5-Rezeptor zum Ziel der RNA Interferenz werden. CCRS5 ist entbehrlich
fir den Organismus, das HI-Virus bendtigt diesen Co-Rezeptor jedoch um in seine Zielzellen
einzudringen (Anderson und Akkina, 2007). In mehreren klinischen Studien wurden anti-HIV
siRNAs bereits erfolgreich getestet (Amado et al., 2004.; Kohn et al., 1999).

1.3 Fragestellung

Lange Zeit galten Adenoviren ausschlieBlich als Verursacher milder Infektionen der Atemwege,
der Konjunktiven und des Gastrointestinaltraktes (Shenk, 2001). In jlingerer Zeit haben sie als
Pathogene zunehmend an Bedeutung gewonnen. Zum einen konnten sie als ein Haupterreger der
viralen Myokarditis isoliert werden (Bowles et al., 2003; Pauschinger et al., 1999). Zum anderen
werden bei immunsupprimierten Patienten immer 6fter fulminante Verlaufe adenoviraler Infek-
tionen mit letalem Ausgang beschrieben (Hierholzer, 1992; Johnson et al., 1990; Hough et al.,
2005).

Dennoch gibt es derzeit keine kausale Therapie adenoviraler Infektionen. VVerschiedene Nukleo-
sidanaloga wie Ribavirin, Vidarabin und Cidofovir wurden zwar bereits eingesetzt, sind jedoch

bisher nicht als Standardtherapeutika zur Behandlung von Adenovirusinfektionen zugelassen
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und stellen auch keinen spezifischen therapeutischen Ansatz dar (Arav-Boger et al., 2000; Bor-
digoni et al, 2001; Hoffmann et al., 2001; Dropulic und Cohen, 2010).

Die siRNA-Technologie ist ein aufstrebendes Feld der Molekularbiologie, deren Potential zur
antiviralen Therapie bereits am Beispiel vieler Viren demonstriert werden konnte (Pkt. 1.2.4).
Auch am Beispiel des Adenovirus Typ 11 konnte bereits durch Chung et al. gezeigt werden, dass
durch Einsatz von siRNAs gegen das adenovirale E1A eine Inhibierung der Virusreplikation

erreicht werden kann (Chung et al, 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher in vitro am Modell des Adenovirus Typ 5 zunéchst die
inhibitorische Wirkung von siRNAs gegen E1A zu evaluieren sowie die Wirkung von siRNAs
gegen zwei weitere Schlisselproteine, 1Va2 und Hexon, zu untersuchen, um schliellich die Wir-
kung einer kombinierten Anwendung der siRNAs, die gegen die unterschiedlichen adenoviralen

Zielstrukturen gerichtet waren, zu evaluieren.

Dazu wurden siRNAs synthetisch hergestellt, deren Zielstrukturen die kodierenden mRNAS der
adenoviralen Schllsselproteine E1A, Va2 und Hexon waren. Zundchst wurde aus den vier ver-
schiedenen siRNAs, die gegen jede Zielstruktur vorlagen, die effizienteste ausgewéhlt. Im An-
schluss wurde in verschiedenen experimentellen Ansétzen die Effektivitat der sSiRNAs in Bezug
auf die Inhibierung der adenoviralen Infektion in der Zellkultur untersucht und schlief3lich mitei-
nander verglichen. AbschlieBend wurden die drei sSiRNAs in einem kombinierten Ansatz appli-

ziert, um das Vorhandensein additiver und synergistischer Effekte zu evaluieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Tab. 2-1: Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung

Kultivierungsmedium

HeLa humane Zervix-Karzinomzellen DMEM (Gibco, D)
EA.hy926 Hybrid - Zelllinie aus HUVEC und A549 DMEM (Gibco, D),
1XHAT (Invitrogen, D)
HEK 293 humane embryonale Nierenzellen DMEM (Gibco, D)
2.1.2 siRNAs
Tab. 2-2: SiIRNAs
Name Sequenz sense Zielort im Ad5- Zielgen
antisene Genom

SiE1A_1 CCU UUG GAC UUG AGC UGU AdTdT 1508-1528 E1A
UAC AGC UCA AGU CCA AAG GdTdT

SIE1A_2 CUG UGU CUA GAG AAU GCA AdTdT 1331-1352 E1A
UUG CAU UCU CUA GAC ACA GdGdT

SiIE1A 3 GGA UUG ACU UAC UCA CUU UdTdT 787-807 E1A
AAA GUG AGU AAG UCA AUC CdCdT

SIE1A 4 CGG AGG UGU UAU UAC CGA AdTdT 578-598 E1A
UUC GGU AAU AAC ACC UCC GdTdG

siHexon_1 AGU GGU AUU GUA CAG UGA AdTdT 19686-19708 Hexon
UUC ACU GUA CAA UAC CAC UdTdT

siHexon_2 CAC CUA AAU AUG CCG AUA AdTdT 19414-19434 Hexon
UUA UCG GCA UAU UUA GGU GdTdT

siHexon_3 CUA AUG GGC CAA CAA UCU AdTdT 19779-19799 Hexon
UAG AUU GUU GGC CCA UUA GdTdT

siHexon_4 GCU AGA AAG UCA AGU GGA AdTdT 19610-19630 Hexon
UUC CAC UUG ACU UUC UAG CdTdT

silvVa2_1 CGC UUU GUA AAC ACU UAC AdTdT 4360-4380 Va2
UGU AAG UGU UUA CAA AGC GdGdT

silvVa2 2 GUU AGU GAU CCC AGA AAU AdTdT 4648-4668 Va2
UAU UUC UGG GAU CAC UAA CdGdT

silVa2_3 GGA UAU GGC UGG GAA CAU AdATdT 4441-4465 Va2
UAU GUU CCC AGC CAU AUC CdCdT

silvVa2_4 CCA GCA GGA CCA GCC UCA AdTdT 5484-5404 Va2
UUG AGG CUG GUC CUG CUG GdTdG

Non silencing UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdTdT

SiRNA ACG UGA CAC GUU CGG AGA AdTdT
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2.1.3 Viren und Vektoren

Tab. 2-3: Viren und Vektoren

Bezeichnung Bemerkung Hersteller

RCA AE3 Dr. Fechner, TU, Berlin

AdSTRE-E1A bedingt replikationskompetentes AdV.,  Dr. Fechner, TU, Berlin;
da AE1B + AES3, hat eine geringfligig Fechner et al., 2003
reduzierte Replikationseffizienz gegen-
uber dem Wildtyp

Ad5CMVluc AE1A, AE1B, AES3, replikationsdefizient, Dr. Fechner, TU, Berlin;
hat in der E1-Region eine Luciferase- Fechner et al., 2000
Expressionskassette unter Kontrolle eines
CMV-Promoters

AdshPLB, AE1A, AE1B, AES3, replikationsdefizient, Dr. Fechner, TU, Berlin,

hat in der E1-Region eine Phospholam-
ban-shRNA unter Kontrolle eines muri-
nen U6-Promotors

Fechner et al., 2007

2.1.4 Bakterienstamm

Tab. 2-4: Bakterienstamm

Bakterienstamm

Genotyp Hersteller

E. coli XL-10 Gold

TetR A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1l su-
pE44 thi-1 recAl gyrA96 re-
IA1 lac Hte [F" proAB la-
clgZAM15 Tnl10 (TetR) Amy
CamR]

Stratagene, La Jolla, CA, USA

2.1.5 Bakterienmedien

Tab. 2-5: Bakterienmedien
Medium Hersteller
LB-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D
LB-Agar Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.6 Oligonukleotide

Tab. 2-6: Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Verwendung
Ela-560 s 5¢- ccg acg cgt aat gag aca tat tat ct - 3¢ E1A-Sonde fiir Southern Blot
Ela-1545 as 5¢ - ccg acg cgt tta tgg cct ggg geg tt - 3¢ ELA-Sonde fir Southern Blot
Luc-s 5¢ - gtaccg aaa ggt ctt acc gga a - 3° Sequenzierung
SIEIA578s 5¢-cgacacggaggt gttattaccgaat-3>  Plasmid-Konstruktion
SiELA 598 as 5¢ - cta gat tcg gta ata aca cct ccg tgt cg - 3° Plasmid-Konstruktion
silVa2 4648 s 5¢ - cga cag tta gtg atc ccagaa atat - 3° Plasmid-Konstruktion
silVa2 4668 as 5¢ - cta gat att tct ggg atc act aac tgt cg - 3° Plasmid-Konstruktion

siHexon 19610 s 5> - cga aag Cta gaa agt caa gtg gaa t - 3’ Plasmid-Konstruktion

siHexon 19630 as 5’ - cta gat tcc act tga ctt tct age ttt cg - 3°  Plasmid-Konstruktion

2.1.7 Enzyme

Tab. 2-7: Enzyme
Enzym* Hersteller
T4-Ligase New England Biolab, Frankfurt a. M., D
Tag-Polymerase Applied Biosystems, Foster City, USA
Trypsin Biochrom AG, Berlin,D
Restriktionsenzyme New England Biolab, Frankfurt a. M., D

* Alle Enzyme wurde mit den mitgelieferten Puffern entsprechend den Angaben der Hersteller eingesetzt
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2.1.8 Antikorper

Tab. 2-8: Antikdrper

Antikdrper Hersteller

mouse Ad hexon protein (8C4) monoklonaler Antikdrper Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA

rabbit Ad-2/5 E1A (13S-5) polyklonaler Antikorper Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA

Alexa Fluor 594 goat-anti-mouse IgG (H+L),

polyklonaler Antikorper

Alexa Fluor 594 goat-anti-rabbit 1gG (H+L),

polyklonaler Antikorper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

2.1.9 DNA GroRRenstandards

Tab. 2-9: DNA GrofRenstandards

Name

Hersteller

1 kb-DNA-Leiter
DNA-Leiter Mix

peglab Biotechnologie GmbH, Berlin, D
peglab Biotechnologie GmbH, Berlin, D

2.1.10 L6ésungen und Puffer

Tab. 2-10: Lésungen und Puffer
Name Zusammensetzung
20 x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat pH-Wert 7,0
50 x TAE 2 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM
1xTBS CaClz, 2 mM MgCl;, 150 mM NacCl,
pH 8,0
Losungen fur Southern Blot
Tab. 2-11: Losungen fur Southern Blot
Name Zusammensetzung

Denaturierungslésung

Neutralisierungslésung

0,5 M NacCl, 0,5 M NaOH

105 M NaCl, 1 M Tris-HCL, pH 8,0
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Waschldsungen fur Hybridisierung von Nukleinsduren

Tab. 2-12: Waschldsungen fir Hybridisierung von Nukleinsauren
Name Zusammensetzung
Waschpuffer | 2 x SSC, 0,05 % SDS
Waschpuffer 11 0,1 x SSC, 0,1 % SDS
Stripping Puffer 0,5% SDS
Losungen fur Immunfluoreszenz
Tab. 2-13: Losungen fir Immunfluoreszenz
Name Zusammensetzung
Fixier|6sung PBS mit 4 % Formaldehyd, 1mM MgCIZ,

Blockierungslosung

0,5 % Triton X 100
TBS mit 5 % Serum, 0,1% Triton X 100

2.1.11 Chemikalien

Tab. 2-14: Chemikalien
Name Hersteller
Agarose Biozym, Oldendorf, D
Ampicillin Sigma-Aldrich, Minchen, D

Calciumchlorid
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

Dapi-Fluoromount-G™

DNA-Loading Buffer
Ethanol absolut

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-

phenyl-phenanthridiumbromide), 10 mg/mi

Ethylenediaminetetraacetate (EDTA)
Express Hyb — Hybridisierungslésung
Fotales Kalberserum (FKS)
Formaldehyd [37% ( w/v)]

Sigma-Aldrich, Minchen, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D

Souhtern Biotechnology Associates Inc.,
Birmingham, AL, USA

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

J.T. Baker, Philipsburg, USA
Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Minchen, D
Clontech, Mountain View, USA
Biochrom AG, Berlin, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
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Name Hersteller

HAT Invitrogen, Karlsruhe, D
HiPerFect Transfection Reagent Qiagen, Hilden, D
Kristallviolett Merck, Darmstadt, D
Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent Invitrogen, Karlsruhe, D
Magnesiumchlorid (MgCl.) Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Mineral6l Sigma-Aldrich, Minchen, D
Natriumacetat Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, Minchen, D
Natriumcitrat Sigma-Aldrich, Minchen, D
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, D
GIBCO™ Opti-MEM® Invitrogen, Karlsruhe, D
PBS Dulbecco’s (1x) wo Ca & Mg PAA, Pasching, A

Penicillin Biochrom AG, Berlin, D
peqGOLD Low Melting Agarose peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
SDS Sigma-Aldrich, Minchen, D
Sephadex G-50 Sigma-Aldrich, Minchen, D
Streptomycin sulfat Biochrom AG, Berlin, D
Trizma®-HClI Sigma-Aldrich, Minchen, D
Triton X 100 Sigma-Aldrich, Minchen, D
Trypanblau Gibco, Karlsruhe, D

Wasser RNase frei (DEPC behandelt) USB Corporation, Cleveland, USA
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2.1.12 Reagenzsysteme

Tab. 2-15: Reagenzsysteme

Kit Name

Hersteller

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
QIAquick GelExtraction Kit

EndoFree Plasmid Maxi Kit

Luciferase Gene Assay

E.Z.N.A. Tissue DNA Mini Kit Il

Applied Biosystems, Foster City, USA

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Roche, Mannheim, D

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

2.1.13 Sonstige Materialen

Tab. 2-16: Sonstige Materialien

Bezeichnung

Hersteller

[**P]dCTP
dNTPs
Hybond™ N Nylon-Membran

Kodak Biomax MS Film

Whatman-Papier

Amersham, Miinchen, D
Rapidozym, Berlin, D

Amersham, Minchen, D
Integra Biosciences, Fernwald, D

Whatman GmbH, Dassel, D
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2.1.14 Gerate

Tab. 2-17: Gerate

Bezeichnung

Hersteller

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Agarosegel-Kammer Hoefer® HE 33
Axiovert 25 Mikroskop

Brutschrank Modell 5420

DNA Thermal Cycler
Elektrophoreseeinheit PP3000

Feinwaage BL 310

Fuji Film BAS 1500 Filmkassette (Phos-
phoimagerkassette)

Gene Amp®PCR System 9700
Hybridisierungsofen Compact Line OV 4
Lumat LB 9501

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
Neubauer Z&hlkammer

Olympus BX60 Microscope

pH-Meter HI 8314 membrane pH-Meter
Phosphoimager Fuji Film BAS-1500

Pipetten

QC 2000 (Strahlungsmesser)
Thermomixer 5436
Transilluminator BioDoc Analyze
TRIO-Thermoblock

UV Stratalinker®1800
Vortex-Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge 5415D, 5415R und Zentrifuge
5810R

Applied Biosystems, Foster City, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, S

Zeiss, Jena, D

Labotect, Gottingen, D

Perkin Elmer, Wellesley, USA
Biometra GmbH, Géttingen, D

Sartorius, Gottingen, D
Fuji Photo Film GmbH, Dusseldorf, D

Applied Biosystems, Foster City, USA
Biometra GmbH, Géttingen, D

Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, D

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Roth, Karlsruhe, D
Olympus, Hamburg, D

HANNA intruments, Woonsocket, USA
Fuji Photo Film GmbH, Dusseldorf, D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland und Gilson,

Middleton, USA
Bioscan, Washington, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Biometra GmbH, Géttingen, D
Biometra GmbH, Géttingen, D
Stratagene, La Jolla, USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Memmert GmbH, Schwabach, D
Eppendorf, Hamburg, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung und Aussaat von Zellen

Zuerst wurde das N&hrmedium abgesaugt. Die Zellen wurden dann mit PBS (PAA) gewaschen
(10 ml pro 75 cm3-Kulturflasche). AnschlieRend wurde Trypsin (Sigma-Aldrich) zugegeben (2
ml pro 75 cm®-Kulturflasche) und fiir 2-3 min bei bei 37°C und 5 % COz inkubiert. Die Trypsin-
reaktion wurde dann mit 10 % FKS-haltigem Zellkulturmedium gestoppt und die abgeldsten
Zellen in dem Kulturmedium resuspendiert. 1 ml der Zellsuspension wurde entnommen und die
Zellzahl durch Anférben der Zellen mit einer Trypanblau-Ldsung (Gibco) in einer Neubauer-
Z&hlkammer (Carl Roth GmbH) unter dem Mikroskop bestimmt. Dazu wurde die Zellsuspension
mit gleichen Teilen Trypanblau (Gibco) und PBS (PAA) im Verhdltnis 1:3 verdinnt. Da
Trypanblau ausschlielRlich tote Zellen aufgrund ihrer defekten Membranstruktur anféarbt, konnten
unter dem Mikroskop so die lebenden Zellen differenziert und gezahlt werden. Es wurden die 4 x
16 Kammern der Neubauer Z&hlkammer ausgezéhlt, die Zahlenwerte fiir die je 16 Kammern
addiert und am Ende ein Mittelwert fur die 4 grolRen Quadrate gebildet. Die Berechnung der

Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Q: Zellzahl in einem grofRen Quadrat
VF: Verdunnungsfaktor, hier bei
einer Verdiinnung von 1:3 =3

Zellzahl (Zellen / ml) = [(Q1+Q2+Q3+Q4)/4] x VF x 10*

Im Anschluss wurden die Zellen in gewiinschter Konzentration in einer Kulturflasche oder -
platte neu ausgesét und bis zur erneuten Verwendung bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Eine

Umsetzung der in Kultur gehaltenen Zellen fand alle 3 bis 4 Tage statt.

2.2.1.2 Auftauen konservierter Kulturen

Um die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen aufzutauen, wurden 10 ml kaltes Medium in ein
15 ml-Rdéhrchen gegeben und die schnell aufgetauten Zellen (bei 37°C) direkt dazu pipettiert und
vorsichtig durchmischt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1200 RPM bei 4°C in der Zentrifu-
ge 5810R (Eppendorf) zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und anschlieRend das Zellpellet in
5 ml eines auf 37 °C vorgewarmten Kulturmediums resuspendiert, in eine 25 cm?
Zellkulturflasche Gberfihrt und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das
Kulturmedium gewechselt. Die Zellen wurden bis zum Erreichen der gewiinschten Konfluenz

weiter inkubiert.
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2.2.2 Design von siRNAs

Die verwendeten siRNAs wurden nach Angabe der DNA Sequenz jedes adenoviralen Zielgens
(E1A, Va2, Hexon) mit Hilfe eines spezifischen Algorithmus (HP OnGuard) von der Firma
Qiagen generiert. Ausgehend von den von Elbashir und Tuschl definierten Kriterien zur Selekti-
on von maximal effizienten siRNAs wurde von Huesken et al. ein ANN (Artificial Neural Net-
work) basierter Algorithmus, der BIOPREDsi-algorithm, entwickelt, der als Grundlage des HP
OnGuard Algorithmus diente (Lader et al., 2006; Huesken et al, 2005). Bei den Artificial Neural
Networks handelt es sich um Algorithmen, die komplexe Funktionen bei der Analyse von Da-
tensatzen ausfiihren konnen (Schneider und Wrede, 1998; Huesken et al., 2005). Zu den von
Elbashir und Tuschl vorgeschlagenen Richtlinien zahlte die Empfehlung 21 Basenpaare lange,
doppelstrangige RNA-Molekille mit mit zwei (berhdngenden Thymidin-Nukleotiden an den
Enden zu verwenden. Zudem sollte der G/C-Gehalt der Ziel-mRNA-Sequenz anndhernd 50%
betragen, jedoch nicht weniger als 32% und auch nicht mehr als 79%. G-reiche Sequenzen soll-
ten vermieden werden, da sie die Tendenz haben G-Quartett Strukturen auszubilden (Elbashir et
al., 2001a; Elbashir et al, 2001b; Elbashir et al., 2002). Um die Spezifitat zu erhéhen und die
unerwinschten Nebeneffekte gering zu halten, fanden weitere Faktoren beim Design der sSiRNAS
Berucksichtigung. Mit Hilfe eines speziellen Homologieanalysetools fur kurze Sequenzen sollte
ausgeschlossen werden, dass die siRNAs eine zur Zielsequenz fast homologe Gensequenz er-
kennen und in der Folge den mMRNA Abbau vermitteln. Des Weiteren sollten Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) in der siRNA-Zielsequenz vermieden werden, damit die SiRNAs keine
variable Gen-Silencing-Aktivitat zeigen (Lader et al., 2006). Zudem wurden Sequenzmotive
herausgefiltert und verworfen, die immunstimulatorisch wirken (Judge et al., 2005; Lader et al.,
2006) und 3°-UTR-/Seed-Region-Analysen durchgefiihrt. Letzteres diente dazu unerwinschte
Nebeneffekte durch siRNA vermittelte Blockade der mRNA-Translation zu vermeiden (Lader et
al., 2006, Jackson et al., 2006).

Die Negativkontroll-siRNA, auch als scrambled siRNA bezeichnet, wies keine Homologie zu
jeglicher bekannten Gensequenz der Saugetierorganismen auf. Sie wurde unter Verwendung von
Affymetrix Gene Chip arrays und einer Vielzahl von Zellkultur basierten Untersuchungen vali-
diert und es konnte gezeigt werden, dass keine nennenswerten unerwiinschten Nebeneffekte auf-
treten (www.giagen.com). Die Sequenz der scrambled siRNA wurde darlber hinaus mit der A-

denovirus-Sequenz abgeglichen und es fanden sich keine Ubereinstimmungen.

Der Selektion der siRNAs wurde die Adenovirus-Sequenz mit der Gen Bank Nummer
BK000408 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) zu Grunde gelegt.


http://www.qiagen.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Material und Methoden 30

2.2.3 Plasmidkonstruktion

Die verwendeten Luciferase-Expressionsplasmide (Abb. 2.2 - 2.4) wurden durch Insertion der
SiE1A-, silVa2- und siHexon-Zielsequenzen in das Plasmid pLucmiri22¢3xymir14s(x)Ts (Geisler et
al., 2011) (Abb. 2.1) hergestellt. Dazu wurden zunachst die folgenden Primerpaare annealed:
SIELIA 598 s (5° - cga cac gga ggt gtt att acc gaa t - 3°) und siE1A 598 as (5° - cta gat tcg gta ata
aca cct ccg tgt cg - 3°); silVa2 4648 s (5° - cga cag tta gtg atc ccagaa atat - 3°) und sil\VVa2 4668
as (5° - cta gat att tct ggg atc act aac tgt cg - 3’) sowie siHexon 19610 s (5” - cga aag cta gaa agt
caa gtg gaat - 3’) und siHexon 19630 as (5° - cta gat tcc act tga ctt tct agc ttt cg - 3’). Die Oligo-
nukleotide wurden dazu mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert, wobei jeweils 5 ul
Oligonukleotid (10 pmol/ul) mit 2 ul 10 x T4-Ligase Puffer, 11 pl A. dest. und 2 pl Kinase zu-
sammengegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert wurde. Die Kinase wurde anschlieRend bei
68°C fur 10 min inaktiviert und die phosphorylierten Oligonukleotide miteinander verbunden
(Annealing). Dazu wurden sie zu gleichen Teilen gemischt, 2 min auf 65°C erhitzt und tber 30
min auf RT abgekihlt (10 min 45°C, 10 min 37°C, 10 min 22°C). Die so entstandenen DNA-
Fragmente enthielten die Zielsequenzen der siRNAs siE1A 4, siHexon_4 bzw. silVa2_2 sowie
Nrul und Xbal Schnittstellen an den jeweiligen Enden und konnten dann am 3‘UTR-Ende der
Luciferase-Expressionskassette in das Plasmid inseriert werden. Fir die Ligation (Pkt. 2.2.3.4)
wurden aus obigem Gemisch 10ul der phosphorylierten Oligonukleotide entnommen und zu-
sammen mit 100 ng Nrul/Xbal-verdauten (Pkt. 2.2.3.1) Plasmid pUF- Lucmiriz2@xTsimiri4sax)ts fUr
2h bei RT inkubiert. Dann folgte eine Transformation in E.coli-XL-10 Gold-Zellen (Pkt.
2.2.3.4.). Die entstandenen Plasmide wurden dann als pLuc-TS-siE1A (Abb. 2.2), pLuc-TS-
silVa2 (Abb. 2.3) bzw. Luc-TS-siHexon (Abb. 2.4) bezeichnet und mittels Restriktionsverdau
(Pkt. 2.2.3.1) und Sequenzierung (Pkt. 2.2.6) unter Verwendung des Primers Luc-s (5 -gta ccg
aaa ggt ctt acc gga a-3') auf ihre Richtigkeit hin iiberpriift.
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Abb. 2-1: Ausgangsplasmid pUF- LucmiR122(3x)TS/miR148(1x) TS (Geisler et al., 2011)

Das Plasmid enthélt einen kardialen, durch einen (CMV)-Enhancer gesteuerten, 0,26 kb MLC-Promotor aus der
Ratte (MLCO0.26). Der Promotor ist auch in nicht kardialem Gewebe aktiv und reguliert die Expression des Luci-
ferase-Reportergens. In die mit ts-site markierte Region wurden die Zielsequenzen von siE1A 4, silVa2_2 bzw.
siHexon_4 eingebracht.
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2.2.3.1 Restriktionsverdau

Mittels Restriktionsverdau wird doppelstrangige DNA durch Restriktionsendonukleasen vom
Typ 1l spezifisch gespalten. Die Restriktionsendonukleasen wurden dabei nach Angaben des
Herstellers (New England Biolabs) unter Verwendung des jeweils mitgelieferten Puffersystems
eingesetzt. Fir einen Restriktionsansatz wurde ein Gesamtvolumen von 20 pl fir 0,5 — 1 pg
DNA, 50 -100 pl fir 3 — 10 pug DNA und 500 - 1000 ul fir DNA-Mengen hoher als 10 pug ver-
wendet. Die Restriktionsansatze wurden zwischen 2 und 24 h bei der fiir das jeweilige Restrikti-

onsenzym optimalen Temperatur inkubiert.

2.2.3.2 Gelelektrophorese

Durch Restriktionsverdau und PCR entstandene DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektropho-
rese in Agarosegel aufgetrennt. Die Gelkonzentration wurde dabei abhdngig von der GroRie der
zu trennenden Fragmente gewéhlt (Tab. 2.1). Die entsprechende Menge Agarose wurde in
IXTAE-Puffer geldst und in einer Mikrowelle zum Schmelzen gebracht. Die Lésung wurde dann
auf 60 °C temperiert und eine Ethidumbromid-Ldsung (10 mg/ml; Roth) hinzugegeben (End-
konzentration 0,005 %). Diese Losung wurde dann in eine Gelkammer gegossen. Nach vollstén-

diger Verfestigung wurden die Kd&mme entnommen und das fertige Gel in die Elektrophorese-
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Apparatur gestellt. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Loading-Puffer (peglab Biotechnologie
GmbH) im Verhéltnis 10:1 versetzt und auf das Gel aufgetragen. Zusatzlich wurde ein DNA-
Leiter (peglab Biotechnologie GmbH) aufgetragen, der als Langenmarker spater zur Identifizie-
rung der Fragmente diente. Die Trennung der Fragmente erfolgte bei 140 Volt und 200 mA in
IXTAE-Puffer. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die DNA im Transilluminator Bio-
Doc Analyze (Biometra GmbH), sichtbar gemacht.

Tab. 2-18: Agarosegel-Konzentration in Abhéngigkeit von den DNA-Fragmentgrofien
DNA-FragmentgroRle Agarose-Konzentration
<0,5kb 1,2%
0,5 bis 10 kb 1%
=10 kb 0,8 %

2.2.3.3 Extraktion von DNA aus Agarosegel

DNA-Fragmente wurde mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Die weitere Aufar-

beitung erfolgte mit dem QIAquick GelExtraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

2.2.3.4 Ligation und Transformation in E.coli-XL-10 Gold Zellen

Die Ligation erfolgte unter Verwendung der T4 DNA Ligase (New England Biolabs) fur 1 h bei
Raumtemperatur. Die Zusammensetzung eines Ligationsansatzes ist in Tab. 2.2 dargestellt. Im
Anschluss wurde das ligierte Plasmid durch Transformation in E. coli vermehrt. Hierzu wurden
50 pl der chemokomepetenten E.coli-XL-10 Gold Zellen langsam auf Eis aufgetaut und durch
leichtes Schitteln gemischt. Der Ligationansatz (20-25 pl) wurde dann hinzugegeben und es
wurde erneut vorsichtig geschuttelt. Nach Inkubation des Ansatzes fur 30 min auf Eis wurden
die Zellen bei 42 °C im Wasserbad fur 60 s einem Hitzeschock ausgesetzt und danach erneut fur
3 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden 900 pul LB-Medium (Invitrogen) ohne Antibioti-
kum (vorgewérmt auf 42°C) hinzugegeben und fiir 45 min schttelnd bei 37°C im Thermomixer
5436 (Eppendorf) inkubiert. 200 pl des Ansatzes wurden dann auf LB-Agarplatten ausplattiert
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Medium auf den Platten enthielt Ampicillin (100 pg/ml)
als Selektionsmarker. Die Agar-Platten waren bereits am Vortag hergestellt worden. Der LB
Agar (Invitrogen) wurde dazu zunéchst in A. bidest geldst, die Losung autoklaviert und an-

schlielend in Petrischalen (10 cm) gegossen.
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Tab. 2-19: Zusammensetzung eines Ligatinosansatzes
Reagenzien Volumen
Plasmid (100 ng) 2-4 ul
DNA-Fragment* 10 pl
10 x Ligationspuffer 1,6 pl
T4-Ligase (5 U/ 0,5 ul

*nach Annealing; einzusetzen in der gewinschten Verdlnnung, hier: unverdinnt

2.2.3.5 Plasmid-Praparation in kleinem Mal3stab (Minipraparation)

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen in kleinem MaRstab wurden
zungchst 2 ml LB-Medium (Invitrogen) mit Antibiotikum vesetzt (Ampicillin 100 pg/ml) und
mit einer Bakterienkolonie angeimpft. Der Ansatz wurde tber Nacht bei 37°C schittelnd (225
RPM) inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde dann aus 1,5 ml der Zellsuspension unter Verwen-
dung des peqGOLD Plasmid Miniprep Kits | (peglab Biotechnologie GmbH) enstrpechend den
Angaben des Herstellers isoliert und in A. bidest geldst.

2.2.3.6 Plasmid-Praparation in groRem Malistab (Maxipraparation)

Die Plasmid-Maxi-Préparation ist nicht nur eine Methode zur Isolierung von groReren Mengen
DNA, sondern auch zur Gewinnung von hochreiner DNA, die fir die Klonierung sowie fir die
Transfektion von Séaugetierzellen verwendet werden kann. 250 ml LB-Medium (mit Ampicillin
100 pg/ml versetzt) im Erlenmeyerkolben wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur beimpft und
uber Nacht bei 37°C schittelnd (250 RPM) inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 50 ml Fal-
con-Roéhrchen Gberfiihrt und 10 min bei 5000 RPM zentrifugiert. Anschlielend erfolgte die
DNA-Isolation mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxi Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstel-

lers.
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2.2.4 Transfektion eukaryontischer adharenter Zellen
2.2.4.1 Transfektion mit HiPerFect Transfection Reagent

Die Zellen wurden am Vortag in den Zellkulturplatten oder -schalen in der entsprechenden Men-
ge DMEM (Gibco) mit 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG) (1 ml Medium
pro Well einer 24-Well-Zellkulturplatte) so ausgesat, dass sie am Tag der Transfektion 60 - 80 %
konfluent waren. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO. Am Tag der Transfektion wurde
die gewiinschte Menge der zu transfizierenden siRNA in dem entsprechendem Volumen DMEM
(Gibco) ohne FKS und Penicillin/Streptomycin (100 pL fir ein Well einer 24-Well-
Zellkulturplatte) gel6st. AnschlieBend wurden abhéngig von der Grol3e der Zellkulturschale bzw.
-platte die Transfektionsreagenz (HiPerFect Transfection Reagent, Qiagen) zu der gelGsten
SiRNA hinzugegeben (3 ml fir ein Well einer 24-Well-Zellkulturplatte) und die Gesamtlésung
durch vorsichtiges Vortexen gemischt. Danach wurde die Lésung fur 5 - 10 Minuten bei RT in-
kubiert, so dass sich die Transfektionskomplexe bilden konnten. Die Lésung wurde dann tropf-
chenweise unter Schwenken der Platte/Schale auf die Zellen gegeben, so dass sie sich méglichst
gleichmaRig verteilen konnten. Im Anschluss erfolgte die Inkubation bei 37°C und 5% CO..
Nach 3 Stunden wurde bei Verwendung von EA.hy.926 und HelLa Zellen das Zellkulturmedium
abgenommen und durch DMEM (Gibco) mit 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom
AG) ersetzt und dann weiter bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.2.4.2 Transfektion mit Lipofectamine TM 2000 Transfection Reagent

24 h vor der Transfektion wurden die Zellen in den Zellkulturplatten bzw. -schalen in DMEM
(Gibco) mit 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG) so ausgesat, dass sie am Tag
der Transfektion abhangig von der Dauer des Experiments 30 - 50 % (> 4 d) oder 50 - 80 % (2-3
d) konfluent waren. Alle folgenden Angaben beziehen sich auf ein Well einer 24-Well-
Zellkulturplatte (Volumen/Well = 500 pl): Das gewiinschte siRNA-Volumen (1,5 pl des 2uM
SIRNA-Stocks entsprachen 37,5 ng der siRNA) respektive die gewuinschte Menge des Plasmids

wurde in 50 pl GIBCOTM Opti-MEM ®  (Invitrogen) ohne FKS und ohne Penicil-
lin/Streptomycin gelost. In einem zweiten Schritt wurde 1 pl LipofectamineTM 2000 Transfec-

tion Reagent (Invitrogen) ebenfalls in 50 ul GIBCOTM Opti-MEM® (Invitrogen) ohne FKS und

ohne Penicillin/Streptomycin geldst und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im An-
schluss wurde die siRNA-/plasmidhaltige Losung mit dem geldsten LipofectamineTM 2000

Transfection Reagent (Invitrogen) zusammengegeben und fir weitere 20 Minuten bei Raumtem-
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peratur inkubiert. Das Zellkulturmedium auf den Kulturplatten wurde gegen GIBCOTM Opti-

MEM® ohne Zusitze ausgetauscht und die entstandenen Oligomer-LipofectamineTM 2000

Komplex unter Schwenken der Platte auf die Zellen gegeben. Die weitere Inkubation erfolgte bei
37°C und 5% CO». Nach 3 Stunden wurde bei Verwendung von HelLa Zellen und EA.hy.926 das
Zellkulturmedium abgenommen und durch DMEM (Gibco) mit 10% FKS, 1% Penicil-
lin/Streptomycin (Biochrom AG) bzw. DMEM (Gibco) mit 10% FKS, 1% Penicil-
lin/Streptomycin, 1 x HAT (Invitrogen) ersetzt.

2.2.5 Detektion und Quantifizierung von DNA

2.2.5.1 Gewinnung von DNA aus eukaryontischen Zellen und DNA-Quantifizierung

Die Praparation der DNA erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kits (Peglab) nach

Herstellerangaben. Im Anschluss wurden die Proben zunachst gefallt. Hierzu wurde die DNA-
Probe mit 0,1 Volumenteilen einer 1 M NaCl- oder 3 M Natriumacetat-L6sung und mit 2 VVolu-
menteilen absolutem Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde durchmischt und fiir mindestens 15
min bei -20°C gelagert. Nach Zentrifugation der Probe bei 12000 rpm und RT fir 15 min wurde
das DNA-Pellet mit 400 ul 70%igem Ethanol gewaschen und erneut fir 5 min bei 12000 rpm
und RT zentrifugiert. Nach Lufttrocknung wurde das DNA-Pellet in 30 ul RNase-freiem Wasser
(USB Corporation) geldost.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch mit dem NanoDropTM ND-
100 Spectrometer (peglab Biotechnologie GmbH). Die Absorption wurde bei einer Wellenlange
von 260 nm (A260) und 280 nm (A280) gemessen, wobei Wasser als Referenz zu Grunde gelegt
wurde. Eine A260-Einheit entspricht einer Konzentration von 40 ug RNA/ml bzw. 50 nug
DNA/mI. Die Reinheit der DNA bzw. RNA konnte anhand des Quotienten A260/A280 ermittelt

werden. Hochreine DNA bzw. RNA hat einen Quotienten von>1,8 < 2,1.

2.2.5.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung von DNA. Die Zu-

sammensetzung eines Reaktionsansatzes sowie die Reaktionsbedingungen sind in Tab. 2.3 und

2.4 dargestellt. Alle PCR-Reaktionen wurden im Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Bio-

systems) unter Verwendung der Tag-Polymerase (Applied Biosystems) durchgefihrt.
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Tab. 2-20: Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatzes
Reagenzien 25 pl -Reaktionsvolumen

10 x Taq Polymerasepuffer 2,5 pl

dNTPs (10 mM) 0,5 ul

Forward-Primer (100 puM) 0,25 pl
Reverse-Primer (100 uM) 0,25 ul
DNA-Template x
Tag-Polymerase (5U/ pl) 0,25 pl

A. bidest. Ad 25

*0,2- 0,5 pg DNA

Tab. 2-21: Reaktionsbedingungen der PCR
Reaktionsschritt (40 Zyklen) Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95 °C 45s
Primer-Annealing 55°C-65°C 30s
DNA-Synthese 72°C 30s-2min
Finale Extension 72°C 5 min
Kihlung 4°C oo

2.2.5.3 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine Methode zum Transfer von DNA auf Nylonmembranen. Die zu unter-
suchende DNA wurde dazu zundchst mit Xbal resktriktionsenzymatisch gespalten und anschlie-
Rend in einem Agarosegel (1 %) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Je Probe wurden 10 ug DNA
mit DNA-Loading-Buffer (peglab Biotechnologie GmbH) vermischt und anschlieRend auf dem
Agarosegel aufgetragen. Zuséatzlich wurde der 1 kb-DNA-Leiter (peglab Biotechnologie GmbH)

aufgetragen.

In einer Gelmatrix wandern die Nukleinsauren nach Anlegen von Gleichstrom (in einem elektri-
schen Feld) auf die Anode zu, wobei die kleineren Fragmente schneller als die gréReren wan-
dern. Auf diese Weise konnten die DNA-Fragmente entsprechend ihrer GroRRe aufgetrennt und
durch Visualisierung unter UV-Licht (Transilluminator BioDoc Analyze, Biometra) mit Hilfe
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des Langenmarkers identifiziert werden. Das DNA-Agarosegel wurde anschlie3end dreimal flr
je 20 min in Denaturierungslésung geschwenkt und danach fur weitere 60 min. in Neutralisie-

rungslésung.

Der Transfer der Nukleinsauren vom Gel auf die Nylonmembranen erfolgte anschlieRend mittels
Kapillar-Blot (Aufbau siehe Abb. 2.5). Bei dieser Methode wird der Nukleinsauretransfer durch
eine gerichtete lonenwanderung erreicht. Dazu wurde Whatman-Papier (Whatman International
Ltd.) in 10 x SSC getrankt und auf einen ebenen Untergrund gelegt, wobei die Konstruktion so
gewahlt wurde, dass die Enden der Membran standig in 10 x SSC eingetaucht waren. Anschlie-
Rend wurde das DNA-Agarosegel luftblasenfrei auf das feuchte Whatman Papier so aufgelegt,
dass die Taschen nach unten zeigten. Auf die vier Seiten des Gels wurde jeweils Plastikfolie ge-
legt, um einen Flussigkeitsstrom jenseits der Membran zu verhindern. Auf das Gel wurden nun
nacheinander ebenfalls luftblasenfrei eine Nylonmembran (Hybondrm N-Hybridisation Memb-
ran, Amersham), ein feuchtes (10 x SSC) und ein trockenes Stiick Whatman Papier sowie ein
Stapel trockener Papiertiicher geschichtet. Schliel3lich wurde der Aufbau mit einem Gewicht von

ca. 500 g beschwert und tiber Nacht belassen.

Die Vollstandigkeit des Nukleinsauretransfers wurde unter dem Transilluminator BioDoc Ana-
lyze (Biometra) gepruft. Auf dem Filter wurden die Positionen des DNA-Markers markiert und
der Filter anschlieRend fur 30 min an der Luft getrocknet. Zum Abschluss wurden die Nuklein-
sauren durch zweimaliges Cross-linken unter UV-Licht (150 mJoule/cm?) im UV Stratalinker®
1800 (Statagene) kovalent an den Filter gebunden. Die Lagerung erfolgte in einer Klarsichthille
bei 4 °C.

Gewicht

Block aus Zellstoff

/ il 1or
Nylonmembran Whatman-Papier

Agarosegel 4|_T _||— Dichtring aus Plastikfolie

Whatman-Papier

Glasblock E

Schale mit \
Transferpuffer

Abb. 2-5: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Kapillarblots
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2.2.5.4 Herstellung von *?P-markierten Sonden

Basierend auf dem Prinzip der Synthese eines komplementaren DNA-Stranges, in den radioaktiv
markierte Nukleotide eingebaut werden, wurde in einem ersten Schritt die Sonde mittels Einzel-
strangamplifizierung hergestellt. Dazu wurde ein DNA-Fragment, das komplementar zu der zu
detektierenden DNA war amplifiziert, wobei in dem Ansatz dCTP durch ein 32P-markiertes
dCTP ersetzt worden war. Der sense- und antinsense-Strang wurden dabei in separaten Ansatzen

markiert. Die Durchfuhrung erfolgte nach folgendem Protokoll:

Tab. 2-22: Reaktionsansatz zur Herstellung einer 32P-markierten Sonde
Reagenzien Volumen
10x Taq Polymerase-Puffer 2,5ul
dNTP-Mix ohne dCTP (1 mM) 0,5 ul
Primer (100 uM) @) 0,25 pl
DNA-Matrize (100 ng) o) -l
Tag-Polymerase (5 Units/ul) 0,25 ul
A. bidest ad 25 pl
Mineralél zur Uberschichtung 12 pl
2P dCTP (10 pCi/ul) 5ul

(a)je ein Ansatz Sense-Primer (E1a-560 s) und ein Ansatz Antisense-Primer (Ela-1545 as)

(b)abhéingig von der Konzentration der DNA

Im néchsten Schritt wurden die vorher markierten Einzelstrangsonden (ber Sephadex-Sdulen
aufgereinigt. Dazu wurde in A.bidest geldstes Sephadex G-50 (Sigma) in eine Pasteurpipette
geschichtet. AnschlieRend wurde die Sonde auf die S&ule pipettiert und durch weitere Zugabe
von A. bidest die Sonde dann uber die Polymer-Sdule gespiilt. Eine erste Fraktion von ca. 500 pl
Eluat wurde verworfen. Bis zu 8 weitere Fraktionen zu je ca. 50 ul wurden aufgefangen und ihre
Radioaktivitat mit Bioscan QC 2000 (Bioscan) bestimmt. Die Fraktionen mit der starksten Akti-

vitat wurden vereinigt und im Folgenden als Sonde eingesetzt.
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2.2.5.5 Vorhybridisierung und Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde zunéchst prahybridisiert. Dazu wurde die Membran in einer Hybridi-
sierungsrohre (Biometra) mit auf 60 °C erwarmter ExpressHyb Hybridization Solution (Clon-
tech) fir 30 min bei 60 °C im Hybridisierungsofen (Biometra) inkubiert. Die Hybridisierung
erfolgte im Anschluss nach Zugabe der Einzelstrang-Antisense- und Einzelstrang-Sense-Sonde

im Hybridisierungsofen fiir 1 h bei 60 °C. Die Hybridisierungslésung wurde dann verworfen und

die Membran zweimal fiir 15 min in 20 ml Waschpuffer | bei Raumtemperatur gewaschen. Der
Waschpuffer | wurde daraufhin ebenfalls verworfen und die Membran mit 20 ml Waschpuffer

[I' zweimal fiir je 20 min bei 50 °C behandelt. Der Filter wurde entnommen und noch feucht in

Klarsichtfolie eingeschlagen.

2.2.5.6 Detektion der Hybridisierungsprodukte

Um die gebundenen radioaktiv markierten DNA-Fragmente zu detektieren, wurden die Memb-
ranen nach der Hybridisierung entweder nach Auflage eines Rontgenfilms (Kodak Biomax MS
films, Integra Bioscience) bei - 80 °C fir mehrere Tage inkubiert oder in eine Phosphimager-
Kassette (Fuji BAS 1500 Film Kassette, Fuji Photo Film GmbH) eingelegt und bei RT oder bei 4
°C ebenfalls fir mehrere Tage inkubiert. Der Rontgenfilm wurde dann entwickelt und die Be-
lichtungsplatte aus der Phosphoimager-Kassette wurde mit Hilfe des Fuji Film BAS-1500 ima-
gers (Fuji Photo Film GmbH) digitalisiert und unter Verwendung der Software Tina (Version
2.09g ©raytest Isotopenmessgerdte GmbH) die Intensitat des Signals densiometrisch bestimmt.
Alternativ konnte auch der Rontgenfilm digitalisiert und mit dem Programm Tina densitomet-

risch ausgewertet werden.

2.2.5.7 Entfernen der Sonden von der Membran

Um die Sonden von der Membran wieder zu losen, wurde die Membran fir 5 Minuten in 0,5
%igem SDS (Stripping-Puffer) bei 95 - 98 °C in einem Wasserbad inkubiert. Dieser VVorgang
wurde so oft wiederholt, bis kein radioaktives Signal mehr auf dem Filter messbar war. Ab-
schlieBend wurde der Filter erneut in Klarsichtfolie eingeschlagen und bis zur weiteren Verwen-

dung bei - 20 °C gelagert.



Material und Methoden 42

2.2.6 Sequenzierung

Zur Sequenzierung der Plasmide wurden 0,2 - 0,4 ug der Plasmide eingesetzt, 1 uL Verdin-
nungspuffer (Applied Biosystems) und 1 uL Sequenzierungsprimer (10 uM) hinzugegeben und
mit A. bidest auf 8 uL aufgefillt. Der Reaktionsansatz wurde dann zunachst 4 Minuten bei 98 °C
im Gene-Amp-Thermocycler 9700 (Applied Biosystems) erhitzt. Anschlielend wurden 2 uL Big
Dye Pramix (Applied Biosystems) hinzugegeben und eine Sequenzreaktion tiber 25 Zyklen unter

folgenden Bedingungen im DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer) durchgefihrt:

Tab. 2-23: Reaktionsschritte zur Sequenzierung
Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 96 °C 10s
Annealing 50 °C 5s
Elongation 60 °C 4 min
Kihlung 4°C 0

Im Anschluss wurde die Sequenzreaktion aufgearbeit. Dazu wurden 90 ul A. bidest, 10 ul 3 M
Natriumacetat (pH 4,8) und 250 pl absolutes Ethanol hinzugefugt. Nach 15 mindtiger Inkubation
bei RT und Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Uberstand verworfen und 70 %iges Ethanol
hinzugefiigt. Nach erneuter Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Uberstand wieder verwor-
fen, das entstandene Pellet bei 56 °C fur 10 min getrocknet und anschliefend in 30 ul A. bidest
resuspendiert. Die Detektion und Auswertung erfolgten mit Hilfe des Gene Analyzer ABI 310
Kapillar-Sequenzerautomaten (Applied Biosystems) unter Verwendung der ABI DNA Sequen-

cing Analysis Software.

2.2.7 Expressionsnachweismethoden
2.2.7.1 Luciferase-Assay

Mittels Luciferase-Assay kann durch Messung einer Lumineszenz die Akitivitdt des Enzyms
Luciferase quantitativ bestimmt werden. Die Luciferase katalysiert die Umsetzung ihres Substra-
tes Luciferin unter Abgabe eines Photons. Die gemessene Lichtintensitat ist somit proportional
zur Aktivitat der Luciferase. Basierend auf diesem Prinzip wurde die Luciferase fur verschiedene
Expressionsanalysen als Reporter eingesetzt. Die Durchfuhrung des Assays erfolgte unter Ver-

wendung des Luciferase Gene Assay Kits (Roche) nach Angaben des Herstellers wie folgt: In
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einem ersten Schritt wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen wurden mit 1 x
PBS (PAA) gewaschen. Als nachstes wurden die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer (250 pl
bezogen auf ein Well einer 24-Well-Zellkulturplatte) lysiert, in Eppendorf-Gefalie uberfuhrt und
anschlieBend fur 15 sec bei 14000 rpm in der Zentrifuge 5415D (Eppendorf) zentrifugiert. 10 ul
des Zelllysats wurden dann in ein Messréhrchen tberfihrt und nach Zugabe von 50 pl Luciferin
die Luciferase-Aktitvitat im Luminometer Lumat LB 9501 (Berthold Technologies GmbH) be-

stimmt.

2.2.7.2 Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung ist eine Methode zum Nachweis der Proteinexpression
und wurde in 35 mm- Kulturschalen durchgefiihrt. Zunachst wurde das Medium abgenommen
und die Zellen zweimal mit 2 ml PBS (PAA) gewaschen. Im ndchsten Schritt wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert. Dazu wurden 10 ml Fixierlésung zu den Zellen gegeben und fur 10
min bei RT inkubiert. Die Fixierldsung wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen dreimal mit
TBS gewaschen. Nach Entfernen des TBS-Puffers wurde mit einem Fettstift (DakoCytomation
Pen) eine ca. 20 mm durchmessende Flache in der Mitte der Schale markiert, um die Flache der
zu farbenden Zellen zu verkleinern und der Grol3e der Deckglaschen anzupassen. In den abge-
dichteten Kreis wurden 100 ul der Blockierungsldsung pipettiert und fiir 20 min in einer feuch-
ten Kammer bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Blockierungslésung wurden die Zellen erneut
dreimal mit TBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit dem in Blockierungslésung
im gewdinschten Verhéltnis verdiinnten priméren Antikdorper. 100 pl der Verdiinnung wurden auf
je eine Schale gegeben und fur 1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden
die Zellen dreimal mit TBS-Puffer gewaschen und anschlieBend 100 pl des sekundaren Antikor-
pers hinzugegeben. Dieser war zuvor ebenfalls in Blockierungslosung im gewinschten
Verhéltnis verdiinnt worden. Die Inkubation erfolgte fur 45 min bei RT in einer feuchten Kam-
mer im Dunkeln. Danach wurden die Zellen nochmals dreimal mit TBS-Puffer gewaschen. Als
nachstes erfolgte die Farbung mit DAPI. DAPI féarbt den Zellkern blau, so dass unter dem Mik-
roskop die beobachteten Phdnomene zur Anzahl der Zellen ins Verhdltnis gesetzt werden kon-
nen. Dazu wurde DAPI (0,5 ug/ml) im Verhéltnis 1:200 mit Blockierungslésung verdinnt und
anschlieBend 100 pl der Verdunnung auf die Zellen pipettiert. Nach Inkubation fir 10 min bei
RT im Dunkeln wurden die Zellen dreimal mit TBS gewaschen. Zuletzt wurden die Deckglas-
chen mit einem Tropfen Dapi-Fluoromount GTM (Southern Biotechnology Associates, Inc.) auf
die eingekreiste Flache der Kulturschale aufgebracht und fur 15 min bei RT getrocknet. Die
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Auswertung erfolgte anschlielend mit Hilfe des Olympus BX60 Immunofluorescence Mikro-
skops (Olympus) unter Verwendung der Software AnalySIS (Olympus).

2.2.7.3 Transkomplementierungs-Assay

Das Transkomplementierungs-Assay (TKA) ist eine Methode, welche es ermdglicht indirekt
durch Messung eines Luciferase-Reporters die Replikationsrate eines Adenovirus zu bestimmen.
Das Prinzip basiert darauf, dass ein replikationsdefizienter Adenovektor, welcher ein Luciferase-
Reportergen tragt, durch ein replikationskompetentes Adenovirus transkomplementiert wird. Die
Erhohung der Luciferase-Expression des replikationsdefizienten Adenovektors ist dabei propor-
tional zur Replikation des Vollvirus.

Die entsprechenden Zellen wurden dazu mit einem Luciferase-exprimierenden Vektor transdu-
ziert sowie mit einem replikationskompetenten Virus infiziert und entsprechend der Zielstellung
ggf. zusatzlich behandelt. Nach 36 h wurde in einem ersten Schritt das Zellkulturmedium in Ep-
pendorf-Geféalle tberfihrt. Im Anschluss wurden die Zellen unter Verwendung von Trypsin
0,25% (Sigma-Aldrich) geerntet und dem Medium hinzugefugt. Es folgte die Zelllyse durch vier
Einfrier- /Auftau- Zyklen, wobei abwechselnd die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren
und im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut wurden. Danach erfolgte die Zentrifugation in der Zentri-
fuge 5415R (Eppendorf) fur 5 min bei 10000 rpm. Mit den Zelllysaten aus den Uberstanden (400
ul fir ein Well einer 24-Well-Platte) wurden erneut Zellen infiziert, die bereits am Vortag in der
gewiinschten Dichte ausgesat worden waren. Abschliefend wurde das entsprechende Volumen
(600 pl fur ein Well einer 24-Well-Platte) des entsprechenden Zellkulturmediums hinzugefugt
und der Ansatz fir 24 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Bestimmung der Luciferase-
Aktivitat erfolgte mittels Luciferase-Assay (Pkt. 2.2.7.1).
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Ad5CMVlue bzw. Infektion mit replikationskompetentem Adenovirus

: : Transfektion mit siRNA; Transduktion mit replikationsdefizientem

Ernten der Zellen durch
Trypsinreaktion

Zelllyse durch 4 Einfrier-/Auftau-
Zyklen

Bestimmung der Luciferase-Expression
Abb. 2-6: Schematische Darstellung der Durchflihrung eines Transkomplementierungs-Assays

2.2.8 Plaque Assay

Das Plaque Assay ist eine Methode zum Nachweis biologisch aktiver (infektidser) Viruspartikel.
Die Plaques, welche die Zonen mit zytopathischem Effekt (CPE) reprasentieren, enthalten gene-
tisch identische Viren und représentieren je ein infektiéses Partikel im Untersuchungsmaterial.
Die Bildung sekundarer Plaques durch Translokation von Virusnachkommen wird durch Uber-
schichtung mit Agar verhindert. HEK293-Zellen wurden auf 6-Well-Platten ausgesét (10° Zel-
len/Well) und tber Nacht inkubiert. Am Versuchstag wurde dann zunéchst eine dekadische Ver-
dunnungsreihe der virushaltigen Losung in DMEM (Gibco) mit 2 % FKS, 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (Biochrom AG) hergestellt. Nach Abnehmen des Mediums wurden 900 pl der
gewiinschten Verdunnungsstufe auf je ein Well der 6-Well-Platte gegeben und die Suspension
durch vorsichtiges Schwenken gleichméal3ig tber den Zellrasen verteilt. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation fir 2 h bei 37 °C und 5 % CO2. 6 ml Low Melting Agarose (5 %) (peglab Bio-
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technologie GmbH) wurden in der Mikrowelle bei 200 W zum Schmelzen gebracht und an-
schlielend im Wasserbad auf 42 °C temperiert. DMEM (Gibco) mit 5 % FKS, 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (Biochrom AG) wurde auf 37 °C erwdarmt und dann im Verhéltnis 1 : 3 zur
Low Melting Agarose hinzugegeben. Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubationszeit mit 3
ml je Well der 1,25 % igen Agarose-LOsung tberschichtet und anschlielend fiir 15 min bei RT
inkubiert, so dass sich das Agarosegel verfestigen konnte. Nach Inkubation fiir 7 bis 14 Tage bei
37 °C und 5 % CO: bildeten sich Virus-Plaques, die unter dem Lichtmikroskop als weil3e Fle-
cken erschienen. Sie wurden gezahlt und anschliellend der Virustiter nach folgender Formel be-
stimmt:

PFU:  plaque forming units

. . Volumen der zur Infektion verwendeten Virus-Suspension
Virus-Titer (PFU/mI) = (Nx F)/V )
Anzahl der gebildeten Plaques

Verdlnnungsfaktor (entspricht der Verdiinnungsstufe)

Zur Herstellung der 5 %igen Low Melting Agarose wurden 5 g der peqGOLD Low Melting
Agarose (peqglab Biotechnologie GmbH) in 100 ml PBS (PAA) geldst und autoklaviert. Die fer-
tige Agarose-Losung wurde dann in Fraktionen von je 6 ml auf 50 ml-Réhrchen verteilt und bei

4 °C gelagert.

2.2.9 Cell Killing Assay

Das Cell Killing Assay ist eine Methode zur Evaluierung zytopathischer Effekte. HeLa Zellen
wurden dazu am Vortag in einer 24-Well-Platte so ausgesat, dass sie am Versuchstag 60 - 80 %
konfluent waren. Es erfolgte die Infektion mit den Adenoviren, wobei ein replikationsdefizienter
Adenovektor als Negativkontrolle fungierte. Nach Inkubation fiir 4 h bei 37 °C und 5 % CO;

wurde das Opti-MEM® (Invitrogen) durch DMEM (Gibco) mit 10 % FKS, 1 % Penicil-

lin/Streptomycin (Biochrom AG) ersetzt. Vier Tage spéter erfolgte die Farbung der Zellen mit
Kristallviolett. Die Zellen wurden dazu nach Abnehmen des Mediums mit PBS (PAA) gewa-
schen und durch Zugabe von 400 pl Formalin 4 % je Well und Inkubation fiir 30 min bei RT
fixiert. Das Formalin wurde dann abgenommen und die Zellen wurden erneut mit PBS (PAA)
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit 400 ul Kristallviolett (Merck) je Well. Nach
10 min Inkubation bei RT wurde das Kristallviolett (Merck) entfernt und die Zellen zweimal mit
PBS (PAA) gewaschen. Kristallviolett farbt ausschliellich lebende Zellen, so dass auf dies Wei-

se der zytopathische Effekt sichtbar gemacht werden konnte.
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2.2.10 Statistische Auswertung

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert £ die Schwankung um den Mittelwert (S.E.M.). Zur
Evaluierung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse wurde der studentische t-Test verwen-

det, wobei p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Evaluierung der siRNAs gegen E1A, IVa2 und Hexon

3.1.1 Untersuchung der anti-adenoviralen Wirkung von siRNAs gegen E1A-, IVaz2-
und Hexon-mRNA mittels Immunfluoreszenz

In diesem initialen Experiment wurde die anti-adenovirale Wirkung von siRNAs, die gegen die

kodierenden mRNAs der adenoviralen Schlisselproteine E1A, Hexon und Va2 gerichtet waren,

orientierend evaluiert. Es wurden je vier verschiedene siRNAs verwendet, die eine homologe

Sequenz innerhalb der mRNA von E1A, Va2 bzw. Hexon aufwiesen.

HelLa Zellen wurden in einer 24-Well-Platte ausgesat, mit den siRNAs in einer Endkonzentration
von 100 nM pro Well transfiziert und anschlieBend mit 5 MOI des replikationskompetenten A-
denovirus Ad5TRE-E1A fir vier Stunden inkubiert. Die antiviralen Effekte der einzelnen siRN-
As wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung des adenoviralen E1A- bzw. Hexon- Proteins 48 h
post infectionem direkt bestimmt. Ein gegen das 1VVa2 Protein gerichteter synthetischer Antikor-
per ist kommerziell nicht verfligbar. Der Nachweis der Hexon-Protein-Expression wurde daher
auch als Marker fur die Wirkung der anti-1Va2 - sowie auch der anti-E1A- siRNA verwendet.
Die Hauptaufgabe der E1A Produkte ist es die Zelle in die S-Phase zu Gberfiihren und somit in
der Wirtszelle die Bedingungen fur die adenovirale DNA-Replikation zu schaffen. Va2 ist ein
wichtiger Transkriptionsaktivator des MLP, der die Transkription der spaten Gene, zu denen
auch das Hexon gehort, reguliert (Russell, 2000; Shenk, 2001). Im Umkehrschluss lasst sich dar-
aus ableiten, dass es nur eine messbare Hexonexpression geben kann, wenn auch E1A und IVa2
vom Adenovirus in relevanten Mengen exprimiert werden. Es kann also von der Aktivitat des
Hexons auf die HOohe der Expression von E1A und Va2 riickgeschlossen werden. Die Aktivitat

der siRNAs gegen E1A wurde darlber hinaus durch Farbung des E1A Proteins evaluiert.

Die siRNAs gegen die ELA-mRNA wurden in zwei separaten Ansétzen evaluiert. Im ersten An-
satz wurde die Silencing-Effektivitat nach immunhistochemischer Farbung des Hexon-Proteins
bewertet und im zweiten Ansatz nach Anfarbung des E1A-13s-Proteins. Die aktivsten siRNAs
waren in beiden Ansédtzen siE1A 3 und siELA_4. In der ELA-Férbung zeigte auch siELA_2 eine

starke Silencing-Aktivitét in der Hexon-Féarbung jedoch nicht.

Die Aktivitat der gegen die 1Va2-mRNA gerichteten siRNAs wurden nach immunhistoche-
mischer Darstellung des Hexon-Proteins unter dem Lichtmikroskop evaluiert. Dabei zeigten
silVa2_1, silVa2_2 und silVVa2_4 die grofte Silencing Effizienz.
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Die gegen die Hexon-mRNA gerichteten siRNAs wurden ebenfalls nach immunhistochemischer

Farbung des Hexon-Proteins evaluiert. siHexon_4 zeigte hier die starkste Aktivitat.

Um die Aussage der fluoreszenzoptischen Auswertung zu verifizieren, wurde zusétzlich in je-
dem Ansatz, in dem das Hexon-Protein angeféarbt worden war, die Anzahl der Hexon-positiven

Zellen unter dem Mikroskop quantifiziert (Abb. 3.2).

A

siE1A 1 siE1A_2 scrambled

Anti-E1A-antibody/DAPI

SsiE1A_3 siE1A_4

siE1A 1 siE1A 2 scrambled

Anti-Hexon-antibody/DAPI

siE1A_3 siE1A_4
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siHexon_1 siHexon_2

siHexon 3

siHexon_4

Abb. 3-1:

scrambled

Anti-Hexon-antibody/DAPI

Reduktion der Proteinexpression durch anti-adenovirale siRNAs

HelLa Zellen wurden mit den einzelnen siRNAs in einer Endkonzentration von 100 nM pro Well transfiziert und
anschlieBend mit 5 MOI Ad5TRE-E1A infiziert und fir 4 Stunden inkubiert. Nach 48 h erfolgte die Farbung des
E1A (A)- bzw. Hexon (B-D)-Proteins (jeweils rot). Zur Darstellung der Zellnuclei wurden die Zellen zusétzlich mit
DAPI (blau) gefarbt. Die siRNAs siE1A_3 und _4 (A+B), sowie silVa2_1, silvVa2_ 2 und _4 (C) zeigten die grote
Effizienz. Im Vergleich der anti-Hexon siRNAs war siHexon_4 (D) am effizientesten.
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Abb. 3-2: Quantitative Erfassung der Hexon-positiven Zellen

Im Anschluss an die unter 3.1 dargestellte Immunfluoreszenzfarbung erfolgte die Quantifizierung der Zellen, die in
der Farbung positiv fir das Hexonprotein (rot) waren, unter dem Mikroskop. Jede vorliegende siRNA wurde in
einem doppelten Ansatz gefarbt. Die Auszéhlung erfolgte fir jeden Ansatz, indem die Flache der Zellkulturschale
raumlich in vier Quadranten aufgeteilt wurde. Die Zellzahl fiir jeden Quadranten wurde separat bestimmt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte der Doppelansétze in Prozent von der Negativkontrolle scrambled + S.E.M. (A) siE1A_3
und siE1A_4 bewirkten eine Reduktion der Hexonproteinexpression um ca. 90%., siE1A 2 zeigte keine antivirale
Aktivitat. (B) silVa2_2 und silVa2_4 waren die effizientesten siRNAs in der Gruppe der siRNAs gegen Va2 und
fiihrten zu einer Reduktion der Hexon positiven Zellen um ca. 70%. (C) Im Vergleich der siRNAs gegen Hexon war
siHexon_4 die effizienteste siRNA mit einer effektiven Herunterregulation der Hexonproteinexpression um ca.
97%.
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3.1.2 Evaluierung der siRNA vermittelten Inhibierung der adenoviralen Replikati-

on mittels Transkomplementierungs-Assay
Da die indirekte Immunfluoreszenz nur eine orientierende Evaluierung der Silencing-Effektivitét
der einzelnen siRNAs ermdglichte, wurden in einem ndchsten Schritt Transkomplementierungs-
Assays durchgefihrt, um die effizienteste sSiRNA gegen jedes Gen auszuwahlen. Bei dieser Me-
thode wird die Wirkung der siRNAs auf indirektem Weg nachgewiesen. Die Zellen wurden dazu
mit einem replikationskompetenten Virus, hier RCA, das dem Wildtyp-Adenovirus gleicht, je-
doch keine E3-Region besitzt, und einem replikationsdefizienten Luciferase exprimierenden
Vektor, hier ADSCMVluc infiziert bzw. transduziert. Dieser Vektor, der eine Mutante des Wild-
tyvirus ist, der sowohl die E1- als auch die E3-Region fehlen, der also folglich replikationsdefi-
zient ist, und der die Luciferase-Sequenz in seinem Genom tragt, kann nur replizieren, indem er
die daflr notwendigen Proteine eines replikationskompetenten Helfervirus, hier des RCA, ver-
wendet. Je starker folglich das Adenovirus repliziert, desto starker kann auch der Ad5CMVluc
Vektor replizieren und desto mehr Luciferase wird exprimiert. Die Luciferase-Expression wurde
im Luminometer bestimmt. Umgekehrt l&sst sich festhalten, je starker die siRNAs die adenovira-
le Replikation inhibieren, desto weniger kann auch der Ad5CMV luc replizieren und desto gerin-
ger fallt die detektierte Luciferase-Aktivitdt aus. Die HOhe der gemessenen Luciferase-
Expression ist also auf Grund der beschriebenen Abhédngigkeit Korrelat der inhibitorischen Akti-
vitét der sSiRNAs.

HeLa Zellen wurden mit den entsprechenden siRNAs oder der Negativkontrolle scrambled in
einer Konzentration von 6,67 nM pro Well transfiziert und 24 h spéater mit 0,1 MOI RCA infi-
ziert und mit 2 MOI des Reportervirus Ad5CMV luc transduziert. Weitere 24 h spater wurden die
Zellen geerntet und lysiert. AnschlieBend wurden am Vortag ausgesate HelLa Zellen mit dem
Viruslysat behandelt. Nach 24 h erfolgte die Messung der Luciferase-Expression. Nahezu alle
siRNAs bewirkten eine signifikante oder eine tendenzielle Reduktion Luciferase-Aktivitat und
somit der adenoviralen Replikation. In Ubereinstimmung mit dem vorhergehenden Experiment
konnten siELA 4, silVa2_2 bzw. siHexon_4 die adenovirale Replikation am effizientesten inhi-
bieren. In Bezug auf andere siRNAs zeigten sich jedoch Unterschiede beim Vergleich der Er-
gebnisse beider Experimente. siELA 2 war in der Immunfluoreszenz die am wenigsten aktive
siRNA gegen E1A, im Transkomplementierungs-Assay jedoch zeigte siE1A_2 eine hohe Silen-
cing-Aktivitat. Ebenso verhielt es sich mit siHexon_2. Auch siHexon_1 und siHexon_3 zeigten
in der Immunfluoreszenz eine geringere Silencing-Effektivitét als im anschlieBenden Transkom-

plementierungs-Assay. Fur silVa2_4 konnte in der Immunfluoreszenz eine deutlich starkere Ak-
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tivitat bestimmt werden als im TKA. Anders herum verhielt es sich mit silVa2_1, die in der Im-

munfluoreszenz wenig aktiv war aber im TKA eine hohe Silencing-Effizienz aufwies.

Adenovirus
Luc-Vektor

Replikation . Adenovirus
Adenovirus Xt
_— Luc-Vektor
Luc-Vektor
Adenovirus
Luc-Vektor
anti-adenovirale
siRNA
Replikation
—_—
Abb. 3-3: Schematische Darstellung des Prinzips der Transkomplementierung

In der oberen Bildhalfte ist dargestellt wie der Vektor mit Hilfe des Adenovirus repliziert, so dass die Vermehrung
von Virus und Vektor folglich proportional zueinander ist. Der untere Teil der Abbildung demonstriert die Wirkung
der siRNAs. Diese hemmen die Replikation des Adenovirus und somit kann auch Ad5CMVIuc nicht mehr replizie-
ren. Die gemessene Luciferase-Expression ist niedrig.
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Abb. 3-4: siRNA vermittelte Reduktion der Luciferase Expression

HeLa Zellen wurden mit 6,67 nM der entsprechenden siRNA transfiziert und 24 h spéter mit 0,1 MOI RCA infiziert
und mit 2 MOI Ad5CMVluc transduziert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen geerntet und in vier Einfrier-
/Auftau- Zyklen lysiert. Mit den Lysaten wurden erneut HelLa Zellen infiziert. 24 h spéter erfolgte die Messung der
Luciferase-Expression. Dargestellt sind die gemittelten Werte einer Vierfachbestimmung der gemessenen Lucifera-
se-Expression pro Zelle + S.E.M. Alle anti-Hexon siRNAs (C), siE1A_1, siE1A 3 und siE1A_4 (A) sowie
silVa2_1, und silVVa2_2 (B) bewirkten im Vergleich mit der non-silencing siRNA scrambled (scr) eine signifikante
Reduktion der adenoviralen Replikation ermittelt iiber die relative Reduktion der Luciferase-Expression. In Uber-
einstimmung mit der im Vorfeld durchgefiihrten Immunfluoreszenz waren auch hier siE1A 4, silVa2_2 und
siHexon_4 die effizientesten siRNAs. Signifikanz: *p<0,05; **p<0,01.
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3.1.3 Bestimmung der adenoviralen genomischen DNA nach Applikation der anti-
E1A siRNAs

Um zu evaluieren, inwieweit die Ergebnisse der Immunfluoreszenz oder des Transkomplemen-
tierungs-Assays Gultigkeit haben und gleichzeitig eine mehr direkte Wirkung auf die DNA-
Replikation zu betrachten, wurde als néchstes ein Southern Blot durchgefiihrt. Mit dieser Metho-
de wurden nach Anwendung der siRNAs adenovirale DNA-Mengen bestimmt und somit ein
mehr direkter Nachweis der DNA-Replikation gefiihrt. Dazu wurden HeLa Zellen mit 6,67 nM
SIELIA 2 und siE1A_4 transfiziert. 24 h spater wurden die Zellen mit 1 MOI RCA infiziert und
fur 4 h inkubiert. Nach weiteren 48 h wurde die Gesamt-DNA isoliert und der DNA-Gehalt be-
stimmt. Nach Transfer von 10 pg der Xbal-verdauten DNA auf eine Nylonmembran wurde die
Hybridisierung mit einer ELA-Hybridisierungs-Sonde vorgenommen. AnschlieBend erfolgte die
Entwicklung in einer Photoimager-Kassette. Die Bewertung erfolgte zunéchst qualititativ an-
hand der Intensitdt der Banden. Im Anschluss wurde die hybridisierte Nylonmembran in eine
Phosphorimager-Kassette eingelegt und die Stdrke der DNA-Banden quantitativ erfasst. Die
exemplarisch untersuchten siRNAs siELA 2 und siE1A 4 zeigten beide in der qualitativen Be-
wertung etwa gleich starke Verringerung des adenoviralen Genomgehalts. In der Quantifizierung
konnte dann fur beide siRNAs eine relative Reduktion der adenoviralen DNA Menge um etwa
80% nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Resultate des TKA, in dem
SIELA 4 die groite Silencing-Effektivitat aufwies aber auch siE1A_2 eine starke Aktivitét zeig-

te.
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Abb. 3-5: Reduktion der adenoviralen E1IA DNA durch Applikation von anti-E1A siRNAs

Hela Zellen wurden mit 6,67 nM SiELA_2 und SiE1A_4 transfiziert. 24 h spéter wurden die Zellen mit 1 MOl RCA
infiziert. 48 h post infectionem wurden die Gesamt-DNA isoliert und der DNA-Gehalt bestimmt. Nach erfolgtem
Xbal-Verdau wurde anschliefend der Southern Blot durchgefiihrt und danach die Hybridisierung mit einer E1A-
Hybridisierungs-Sonde vorgenommen. (A) zeigt die qualitative Analyse. (B) zeigt die Auswertung nach Exposition
in einer Phosphoimager Kassette. Die Werte sind angeben in Prozent der Negativkontrolle (scr). siE1lA 2 und
SiE1A_4 zeigten beide eine starke Silencing-Aktivitat, was mit den Ergebnissen des TKA ubereinstimmt.
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Die effizientesten sSiRNAs gegen jedes Zielgen, welche in Zusammenschau der vorangegangenen
Ergebnisse sind: siELA 4, silVa2_2 und siHexon_4 (im Folgenden nur noch als siE1A, silVa2
und siHexon bezeichnet), wurden ausgewéhlt und in weiterflihrenden Experimenten in Hinblick

auf die Spezifitat und Effizienz ihrer anti-adenoviralen Aktivitét evaluiert.

3.1.4 Abhangigkeit der Silencing-Effizienz von siE1A von der adenoviralen Dosis

In einem weiteren, modifizierten TKA, wurde die Wirkung der anti-E1A siRNA in Abhangigkeit
von der eingesetzten Virusdosis und der Zeit untersucht. Die Luciferase-Expression wurde so-
wohl nach 24 h als auch nach 48 h gemessen. HelLa Zellen wurden dazu mit RCA bzw. einem
replikationsdefizienten Kontrollvektor Ad5shPLB; in den Dosierungen 0,1; 1 und 5 MOI infi-
ziert bzw. transduziert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen und Wechsel des Kulturmediums
erfolgte die Transfektion mit siELA und der non-silencing siRNA in einer Konzentration von 5
nM. 24 h spater wurden die Zellen mit 2 MOI Ad5CMVIuc transduziert. Nach weiteren 24 h
bzw. 48 h wurde die Luciferase-Expression bestimmt. Sowohl nach Inkubation Uber 24 h als
auch Uber 48 h konnte in den Dosisbereichen 1 MOI und 5 MOI eine signifikante Reduktion der
Luciferase-Expression flr die mit siELA behandelten Proben gemessen werden. Bei einer Dosie-
rung von 0,1 MOI RCA war siE1A nicht in der Lage die adenovirale Replikation signifikant zu
inhibieren. Ursache hierfir scheint die hohe Standardabweichung, die in diesem niedrigen Do-
sisbereich gemessen wurde, zu sein. In Bezug auf die Abhangigkeit der siE1A Wirkung von der
Zeit konnte gezeigt werden, dass zu beiden Messzeitpunkten bei einer Dosis von 1 MOI RCA
die virale Replikation durch siE1A um etwa 90 % inhibiert wurde. Bei einer Virusdosis von 5
MOI konnte die Luciferase-Expression nach 24 h ebenfalls um 90 % reduziert werden. Nach 48
h hingegen lag die Inhibierungsrate nur noch bei knapp 60 %.

Der Vektor AdshPLB:; ist nicht in der Lage zu replizieren und somit kann auch durch ihn die
Replikation des Ad5CMVIuc nicht unterstitzt werden. Es kann folglich nur die Grundexpression
der transduzierten AdCMVIluc Partikel gemessen werden. In Ubereinstimmung damit ergeben
sich fur die Proben, die mit siE1A und scrambled behandelt wurden ann&hernd gleiche Expressi-
onswerte. Durch den Vergleich von RCA-infizierten Proben mit den Proben, in denen statt des
RCA der replikations-defiziente Kontrollvektor AdshPLB; eingesetzt wurde, konnte gezeigt
werden, dass die notwendige Bedingung fir die Replikation des Ad5SCMVIuc und die dadurch
bedingte Erhéhung der Luciferase-Expression die Koinfektion mit einem replikationskompeten-

ten Virus ist.
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Abb. 3-6: Inhibierung der adenoviralen Replikation durch siE1A in Abhéngigkeit von der viralen

Dosis und der Zeit

HelLa Zellen wurden mit RCA bzw. AdshPLB; in den Konzentrationen 0,1; 1 und 5 MOI infiziert. Im Anschluss
erfolgte nach einstiindiger Inkubation die Transfektion mit SiELA und der non-silencing siRNA scrambled (scr). 24
h spéter wurden die Zellen mit Ad5SCMVIluc transduziert. Nach weiteren 24 h (A) bzw. 48 h (B) wurde die Lucifera-
se-Expression bestimmt. Die adenovirale Replikation konnte bei einer Dosierung von 1 MOI zu beiden Messzeit-
punkten um etwa 90 % inhibiert werden. Um ebenfalls 90 % wurde die adenvirale Replikation bei einer Virusdosis
von 5 MOI zum Messzeitpunkt 24 h reduziert. Bei der Messung nach 48 h lag die Rate der Inhibierung bei einer
Dosis des Adenovirus von 5 MOI nur noch bei etwa 60 %. Der Kontrollvektor AdshPLB; ist nicht replikationskom-
petent. Aus diesem Grund ergeben sich flr alle entsprechenden Proben in etwa die gleichen niedrigen Expressions-
werte. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung + S.E.M. Signifikanz: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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3.1.5 Nachweis der gen-spezifischen Wirkung der siRNAs mittles eines Luciferase-
Reporters

Die bisherigen Analysen konnten zeigen, dass anti-adenovirale siRNAs die Genexpression des
Adenovirus inhibieren, da diese aber von der Replikation des Virus bestimmt wird, war bisher
nicht klar, ob tatsachlich die spezifische Bindung an die jeweilige komplementare mRNA- Se-
quenz flr den Silencing-Effekt verantwortlich ist. Um die Spezifitat der beobachteten siRNA-
Effekte zu belegen, wurden daher im Folgenden die Zielsequenzen der drei ausgewahlten siRN-
As in die 3°UTR eines Firefly-Luciferase-Reporter-Plasmids eingebracht. HeLa Zellen wurden
dann mit 10 nM, 5nM bzw. 1nM der siRNAs und dem Reporter-Gen-Konstrukt kotransfiziert.
Zudem wurde ein Renilla-Luciferase tragendes Plasmid transfiziert, das als interner Standard
diente. Binden die siRNAs auf die postulierte Weise an ihre Zielsequenz innerhalb des Plasmids
wird das Konstrukt in der Folge im RISC-Komplex zerschnitten und eine Luciferase-Expression
ist nicht mehr moglich. Die Bestimmung der Firefly-Luciferase-Aktivitat im Vergleich zum in-
ternen Standard liefert folglich eine indirekte Aussage tber das spezifische Wirken der siRNAs.
Zu diesem Zweck wurde die Zellen 48 h post transfectionem lysiert und die Luciferase Aktivitat
bestimmt. Es zeigte sich in den mit den siRNAs behandelten Proben eine starke, sequenzspezifi-
sche Inhibierung der Luciferase-Aktivitat um ca. 90 % im Vergleich zur Negativkontrolle (3.7).
Des Weiteren liel3 sich eine vergleichbare Silencing-Aktivitét fur alle drei SIRNAs aus den Er-
gebnissen ableiten. Auch die Applikation der siRNAs in einer Konzentration von 5 nM bei sonst
gleichen Versuchsbedingungen flhrte zu einer Reduktion der Luciferase Expression um 90 - 95
% (3.8 A). Die Inhbierungsrate der siRNAs bei einer Konzentration von 1 nM lag ebenfalls flr
alle drei Proben bei ca. 90 % (3.8 B).
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Abb. 3-7: Sequenzspezifische Inhibierung der Reportergen-Aktivitat

HelLa Zellen wurden mit 10 nM siE1A, silVa2 oder siHexon und einem Firefly-Luciferase-Reporterplasmid, das die
entsprechende Sequenz enthielt kotransfiziert. Zudem wurde ein Renilla-Luciferase Plasmid als interner Standard
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die Luciferase-Aktivitat bestimmt. Dargestellt ist die relative
Luciferase Aktivitat in Prozent von scrambled. Die Werte sind Mittelwerte £ S.E.M. aus zwei unabhangigen Expe-
rimenten, die jeweils in Vierfachbestimmung durchgefiihrt wurden. Signifikanz: *p<0,05; **p<0,01.
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Abb. 3-8: Sequenzspezifsiche Inhibierung der Luciferase-Expression bei niedriger siRNA Konzentra-

tion

HeLa Zellen wurden mit 5 nM (A) oder 1 nM (B) der siRNAs sowie dem Firelfly-Luciferase-Reporterplasmid und
dem Renilla-Luciferase-Plasmid cotransfiziert. Der Gibrige Versuchsaufbau entspricht dem unter Abb. 3.7 beschrie-
benen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils einem Experiment, das in Vierfachbestimmung durchgefihrt
wurde + S.E.M. Signifikanz: ****p<0,0001.
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3.1.6 Evaluierung des sequenzspezifischen Silencing-Effekts in Abhéangigkeit von
der Zeit

Nachdem in den vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, dass der Silencing-
Effekt durch die sequenzspezifische Interaktion der siRNAs mit ihrer homologen mRNA her-
vorgerufen wird, sollte nun die Dauer des Silencing Effekts unabhangig von der viralen Replika-
tion evaluiert werden. Dazu wurde eine Versuchsanordnung wie unter Pkt. 3.1.5 gewdhlt. Die
Zielsequenzen der drei ausgewdhlten siRNAs wurden in die 3‘UTR eines Firefly-Luciferase-
Reporter-Plasmids eingebracht. HeLa Zellen wurden dann mit 10 nM der siRNAs und dem Re-
porter-Gen-Konstrukt kotransfiziert. Zudem wurde ein Renilla-Luciferase tragendes Plasmid als
interner Standard transfiziert. Die Zellen wurden dann 2d, 4d bzw. 6d post transfectionem lysiert
und die Luciferase Aktivitat bestimmt. Zu allen drei Messzeitpunkten zeigten alle drei SIRNAs

eine hohe Aktivitat, das heil3t, dass auch nach einer Zeitspanne von 6 d noch ein effizientes

Silencing erfolgte.
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Abb. 3-9: Langzeitwirkung der siRNAs

Der Versuchsaufbau entspricht dem unter Abb. 3.7 genannten. Die siRNA Wirkung wurde jeweils nach 2, 4 und 6
Tagen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Vierfachbestimmung in % von scrambled = S.E.M. Signifi-
kanz: **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

3.2 Vergleichende Untersuchung zur Wirksamkeit von anti-adenoviralen
SiRNAs

3.2.1 Vergleich mittels Transkomplementierungs-Assay

Im vorangegangenen Abschnitt wurde zunéchst die Silencing-Aktivitat flr die anti-adenoviralen
siRNAs nachgewiesen, um dann die jeweils effizienteste SIRNA gegen E1A, Va2 bzw. Hexon
auszuwahlen. Im néchsten Schritt konnte dann mit Hilfe der Reporter-Plasmid-Konstrukte die
sequenzspezifische Wirkung der siRNAs demonstriert werden. In dem nun folgenden Teil sollte
die Silencing-Effektivitat der SiIRNAs gegen E1A, Va2 und Hexon miteinander verglichen wer-

den.

Zu diesem Zweck wurden zundchst Transkomplementierungs-Assays durchgefuhrt. Bei dieser
indirekten Methode (vgl. 3.1.2) zur quantitativen Bestimmung der antiadenoviralen Aktivitat der
SIRNAs wurden HeLa Zellen mit den jeweiligen siRNAs in Konzentrationen von 1,33 nM bis
100 nM transfiziert und anschlieBend mit 1 MOI des Ad5TRE-E1A und 2 MOI des Luciferase
exprimierenden Vektors AdSCMVIluc coinfiziert. 36 h spéater wurden die Zellen geerntet und
lysiert. Mit dem Viruslysat wurden erneut Hela Zellen infiziert und 24 h spater die Luciferase-
Expression bestimmt. Wahrend durch Applikation von siE1A in der niedrigsten Konzentration
von 1,33 nM nur eine nicht signifikante Reduktion der Virusreplikation erreicht werden konnte,
zeigte sich flr silvVa2 und siHexon bereits in diesem niedrigen Dosisbereich eine Inhibierung der

Adenovirusproduktion um mehr als 90 %. In der maximalen Konzentration von 100 nM bewirk-
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ten silVVa2 und siHexon eine Reduktion der Virusreplikation um ca. 99 % wohingegen SiE1A nur

eine maximale Inhibierung um 75 % bei einer Konzentration von 75 nM erreichte.
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Abb. 3-10: Dosisabhéngige Inhibierung der adenoviralen Replikation durch siEL1A, silVa2 und siHexon

HeLa Zellen wurden mit den jeweiligen siRNAs in verschiedenen Konzentrationen von 1,33 nM bis 100 nM trans-
fiziert und anschlieBend mit 1 MOl Ad5TRE-E1A und 2 MOI Ad5CMVluc coinfiziert. 36 h spater wurde die Inhi-
bierung der Virusreplikation mittels Transkomplementierungs-Assay bestimmt. silVa2 und siHexon zeigten dabei
eine deutlich stérkere Inhibierung der Adenovirusproduktion als siELA. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte +
S.E.M. Durch Applikation von siE1A in einer Konzentration von 1,33 nM konnte im Vergleich zur scrambled
siRNA (= scr) keine signifikante Reduzierung der Virusreplikation erreicht werden. Alle anderen siRNA Proben
bewirkten eine signifikante Inhibierung der Adenovirusproduktion im Vergleich zur Negativkontrolle.

3.2.2 Vergleich mittels Plaque Assay

Im vorangegangenen TKA zeigten silVVa2 und siHexon eine deutlich starkere Silencing-Aktivitat
als siE1A. Um dieses Ergebnis zu tberprifen wurden im Folgenden Plaque Assays zur direkten
Bestimmung der Virusproduktion durchgefiihrt. HeLa Zellen wurden dazu mit 1 MOl Ad5TRE-
E1A infiziert und fir 2 h inkubiert. Ein Ansatz wurde zusétzlich mit 2 MOl Ad5CMVluc trans-
duziert. In einem n&chsten Schritt erfolgte die Transfektion der SiRNAs je in einer Konzentration
von 5 nM. Nach 48 h wurden die Virustberstande durch Lyse der Zellen in vier aufeinanderfol-
genden Einfrier/Auftau-Zyklen gewonnen und die Plague Assays durchgefiihrt. Gleichzeitig
wurde der entsprechend behandelte Ansatz einer Luciferase-Expressions Messung zugefihrt.
Nach 14 Tagen wurden die Plaques gezahlt und die Plaque forming units errechnet. Dabei hatte,
wie zuvor im TKA, siE1A einen deutlich geringerer inhibitorischer Effekt auf die Virusreplika-
tion als silVa2 und siHexon. siE1A reduzierte die Bildung der infektiosen Viruspartikel um 58
% wohingegen die Applikation von silVVa2 und siHexon zu einer Inhibierung der Plaque Bildung
um 93 % flhrte (Abb. 3.11.A). Der Versuch wurde gemaf der oben beschriebenen Anordnung
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dreimal durchgefiihrt. Alle drei Ausfuhrungen bestatigten das Ergebnis. Die Auswertung der
Luciferase-Expressions-Messung des mit Ad5SCMV luc transduzierten Ansatzes lieferte ebenfalls
ein vergleichbares Ergebnis. Auch hier bewirkten alle sSiRNAS eine signifikante Reduktion der
Virusreplikation, wobei die silVa2 und die siHexon effizienter waren als die siE1A (Abb.
3.11.B).
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Abb. 3-11: Vergleich der anti-adenoviralen Aktivitat von siE1A, silVVa2 und siHexon nach direkter und

indirekter Bestimmung der Virusproduktion

Hela Zellen wurden mit 1 MOI Ad5TRE-E1A infiziert. Ein Ansatz wurde zusétzlich mit 2 MOl Ad5CMVluc
cotransduziert. Nach zweistiindiger Inkubation wurden die Zellen anschlieBend mit den jeweiligen siRNAs in einer
Konzentration von 5 nM transfiziert. Nach 48 h wurden die Viruslberstande durch Zelllyse gewonnen und die
Plaque Assays sowie die Luciferase-Expression-Messung durchgefiihrt. (A) Die Zahlung der Plaques und Kalkulati-
on der Plaque forming units erfolgte nach 2 Wochen. Die Applikation von siE1A flihrte zu einer Reduktion der
Plaque Bildung um ca. 60 % wohingegen silVa2 und siHexon die Plaque Bildung um mehr als 90 % inhibierten.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten + S.E.M. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001. (B) Messung der Luciferase Expression. siE1A inhibierte die Luciferase Exrpression
um ca 90%. Die Inhibierungsrate von silVVa2 und siHexon betrug anndhernd 100%. silVVa2 und siHexon bewirkten
insgesamt eine starkere Inhibierung der adenoviralen Replikation als siE1A. Die Ergebisse der Luciferase-Messung
zeigten mit den Ergebnissen des Plaque Assays vergleichbare Unterschiede in der antiviralen Aktivitat der drei
SiRNAs.
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3.3 Evaluierung der anti-adenoviralen Wirkung von Kombinationen der
verschiedenen siRNAs im Vergleich mit den einzelnen siRNAs

Nachdem initial die Aktivitat der anti-adenoviralen siRNAs demonstriert worden war, wurden

nach Auswahl der effizientesten siRNAs, die SiRNAs gegen E1A, Hexon und 1Va2 in Hinblick

auf ihre Silencing-Aktivitdt miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass die silVa2 und

siHexon einen starkeren inhibitorischen Effekt auf die adenovirale Replikation hatten als die

siE1A. Der nun folgende Teil sollte dazu dienen die Silencing-Aktivitdt von Kombinationen der

verschiedenen siRNAs zu evaluieren.

3.3.1 Evaluierung additiver Effekte der siRNAs

Zuné&chst wurde dabei untersucht inwieweit sich die Effekte der einzelnen siRNAs bei kombi-
nierter Anwendung addieren. Dazu wurden in HelLa Zellen Transkomplementierungs-Assays
durchgefuhrt. Um zu evaluieren, ob die siRNAs auch in anderen Zelllinien anti-adenoviral wirk-
sam sind, wurden parallel EA.hy.926 Zellen untersucht. Zur Durchfiihrung der Transkomple-
mentierungs-Assays wurden die Zellen zunédchst mit 10 nM siRNA pro Ansatz transfiziert. Die
sequenzspezifischen siRNAs wurden dabei jeweils in einer Konzentration von 3,33 nM einge-
setzt und gegebenenfalls mit non-silencing siRNA auf eine Gesamtkonzentration von 10 nM
aufkonzentriert. Die verwendeten Kombinationen finden sind in Tab. 1 dargestellt. Im Anschluss
erfolgte die Infektion mit 1 MOI Ad5TRE-E1A und 2 MOI Ad5CMVluc. Nach vierstundiger
Inkubation wurde das Kulturmedium gewechselt. 36 h spater wurden die Zellen lysiert. Mit dem
Viruslysat wurden erneut Zellen infiziert und wiederum 24 h spater die Luciferase-Expression

bestimmt.
Tab. 3-1: Kombinationen und Dosierungen der verwendeten siRNASs
Probe Konzentration siRNA Adv. spez. siRNA total
siELA/scr/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 3,33nM
silVa2/scr/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 3,33nM
siHexon/scr/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 3,33nM
SiE1A/silVa2/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 6,66 nM
siE1A/siHexon/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 6,66 nM
siHexon/silVa2/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 6,66 nM
siE1A/siHexon/silVa2 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 9,99 nM
scri/scri/scr 3,33 nM/3,33 nM/3,33 nM 0
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Die Kombinationen von siE1A mit siHexon bzw. silVa2 hatten eine annahernd identische Silen-
cing-Aktivitat wie die silVa2 bzw. die siHexon alleine, sie fiihrten alle zu einer messbaren rela-

tiven Reduktion der Luciferase-Expression um ca. 80% gegenuber der Negativkontrolle.

Zu einem deutlich starkeren inhibitorischen Effekt flihrten die Kombinationen aus siHexon und
silVVa2 sowie aus siHexon, silVa2 und siE1A, die eine Reduktion der adenoviralen Replikation
um uber 90 % bewirkten. Der Unterschied der Silencing-Aktivitat der Kombination von siHexon

und silVVa2 und der Kombination von siE1A, siHexon und silVVa2 war dabei nicht signifikant.

SiELA alleine hatte die geringste Silencing-Aktivitat mit einer Inhibierungsrate von ca. 30 %.
Zusammenfassend l&sst sich also sagen, dass siHexon und silVVa2 einen deutlich starkeren inhibi-
torischen Effekt auf die adenovirale Replikation zeigten als siELA und dass sich die Effekte von
siHexon und silVVa2 bzw. von allen drei sSiRNAs zusammen zu einem noch stérkeren inhibitori-
schen Effekt addierten. Die Ergebnisse in HeLa und EA.hy926 Zellen waren dabei vergleichbar.
Auch in dieser Zelllinie bewirkte die Kombination aus siHexon und silVVa2 bzw. die Dreifach-
kombination den stérksten inhibitorischen Effekt mit einer Herunterregulation der Luciferase-
Expression von (ber 90 % wahrend siE1A alleine den schwachsten Effekt hatte mit einer Herun-

terregulation von annahernd 40 %.
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Abb. 3-12: Starkere Inhibierung der adenoviralen Replikation durch additive sSiRNA-Wirkung

(A) HeLa Zellen wurden mit den siRNAs in einer Gesamtkonzentration von 10 nM pro Probe transfiziert und an-
schlieBend mit 1 MOI Ad5TRE-E1A infiziert und mit 2 MOI Ad5CMVluc transduziert. 36 h spater wurden die
Zellen geerntet und lysiert. Mit dem Viruslysat wurden erneut HelLa Zellen infiziert. Weitere 24 h spéter erfolgte die
Messung der Luciferase-Expression. Alle siRNAs einzeln und im Kombination ausgenommen die Probe
siE1A/scr/scr bewirkten eine signifikante Reduktion der adenoviralen Replikation. Die Wirkung von siHexon und
silVa2 bzw. SiE1A, silVa2 und siHexon addierte sich. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Ex-
perimenten, die jeweils in Dreifachbestimmung durchgefihrt wurden, in Prozent + S.E.M. (B) Der Versuchsaufbau
entspricht dem unter (A) genannten. Es wurden EA.hy926 Zellen verwendet. Die Ergebnisse waren vergleichbar.
Auch hier waren alle Proben bis auf siE1A/scr/scr in der Lage die adenovirale Replikation zu inhibieren. siHexon
und silVVa2 sowie siE1A, silVVa2 und siHexon hatten den stérksten inhibitorischen Effekt. Dargestellt sind die Mit-
telwerte einer Dreifachbestimmung in Prozent + S.E.M. Signifikanz.
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3.3.2 Evaluierung des inhibitorischen Effekts der Kombination siHexon/silVVa2 in
Abhangigkeit von der adenoviralen Dosis

In einem weiteren Experiment wurde die Wirkung der unter 3.3.1 effizientesten Probe,
siHexon/silVVa2 in Abhangigkeit von der viralen Dosis untersucht und danach anhand der Ergeb-
nisse die geeignete Virusdosis fur die folgenden Experimente festgelegt. HeLa Zellen wurden
mit der Kombination aus siHexon/silVa2 je in einer anteiligen Dosierung von 5 nM und mit non-
silencing siRNA in einer Dosis von 10 nM transfiziert und mit AASTRE-E1A in den Dosierun-
gen 0,001 MOI; 0,01 MOI; 0,1 MOI; 1 MOI; 5 MOI und 10 MOI infiziert sowie mit 2 MOI
Ad5CMVluc cotransduziert. 36 h spater wurden die Zellen lysiert und mit den Lysaten HelLa
Zellen reinfiziert. 24 h spéter erfolgte die Messung der Luciferase-Expression. Ab einem Dosis-
bereich von 0,1 MOI zeigen die siRNAs eine signifikante Reduktion der adenoviralen Replikati-
on. Im Niedrigdosisbereich (0,001 bzw. 0,01 MOI) war durch die geringe Zahl an Viruskopien
die Replikationsrate so gering, dass die Luciferase-Expression nur knapp Uber der Hintergrund-
Aktivitat lag und somit auch kein siRNA Effekt demonstriert werden konnte. Die starkste Herun-
terregulation bewirkte die sSiRNA Kombination bei einer Virusdosis von 1 MOI, sie lag bei 99
%. Ebenfalls Gber 90 % lag die Herunterregulation der adenoviralen Replikation bei einer Virus-
dosis von 5 MOI. Bei 10 MOI lag die Rate der Inhibierung bei ca. 66 %. Die siRNAs hatten
folglich auch in diesem Dosisbereich eine hohe Aktivitat, aber nicht mehr so hoch, dass fast die

gesamte virale Replikation inhibiert werden konnte.
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Abb. 3-13: Inhibierung der adenoviralen Replikation durch die siRNA Kombination siHexon/silVa2 in

Abhéngigkeit von der Virusdosis

HelLa Zellen wurden mit einer Kombination aus je 5 nM silVa2 und siHexon transfiziert bzw. mit 10 nM scrambled
SiRNA, so dass die Gesamtkonzentration an siRNA in jedem Ansatz 10 nM betrug. AnschlieBend wurden die Zellen
mit AdSTRE-E1A in den Konzentrationen 0,001 MOI; 0,01 MOI; 0,1 MOI; 1 MOI; 5 MOI und 10 MOI infiziert
und mit 2 MOI Ad5CMVluc cotransduziert. 36 h spater wurden die Zellen geerntet und lysiert. Mit dem Lysat wur-
den erneut HelLa Zellen infiziert. Weitere 24 h spater wurde die Luciferase-Expression bestimmt. Erst ab einer Vi-
rusdosis von 0,1 MOI gab es (iberhaupt einen messbaren Effekt. Im darunterliegenden Dosisbereich war die Rate
der Virusreplikation so gering, dass die gemessene Luciferase-Aktivitat dem Hintergrund entsprach. Bei einer Vi-
rusdosis von 0,1 MOI; 1 MOI und 5 MOI lag die Rate der Inhibierung bei tiber 90 %. Bei einer Dosis von 10 MOI
lag sie immer noch bei 66 %. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung + S.E.M. Signifikanz:
*p<0,05; ***p<0,001; p****<0,0001.
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3.3.3 Transkomplementierungs-Assay zum Vergleich der anti-adenoviralen Aktivi-
tat kombinierter und einzelner siRNAs bei gleicher Gesamtkonzentration
Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob sich die siRNA Effekte nur Uber eine Steigerung
der Dosis addieren (wie unter 3.3.1 dargestellt) oder ob die verschiedenen siRNAs in der Tat
synergistisch wirken. Dazu wurden zun&chst Transkomplementierungs-Assays durchgefuhrt.
HeLa Zellen wurden mit den verschiedenen mdglichen Kombinationen aus siE1A, silVa2 und
siHexon sowie mit den einzelnen siRNAs (Tab. 3.2) transfiziert. Die Gesamtkonzentration der
siRNAs pro Ansatz betrug dabei 75 nM, 1 nM oder 0,5 nM. Wurde dabei mehr als eine sSiRNA
appliziert, setzte sich die Gesamtmenge der siRNAs aus gleichen Teilen jeder verwendeten
siRNA zusammen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 10 MOI Ad5TRE-E1A und 2 MOI des
Reportervirus ADSCMV luc infiziert und fiir 4 h inkubiert. Nach 36 h wurde die Luciferaserepor-
ter-Aktivitdt mittels Transkomplementierungs-Assay bestimmt und so die Inhibierung der a-
denoviralen Replikation ermittelt. Die starkste anti-adenovirale Wirkung zeigten die siRNAs bei
einer Konzentration von 75 nM. Alle siRNAs und deren Kombinationen flihrten in diesem Do-
sisbereich zu einer Reduktion der Luciferase-Expression um ca. 90 %. Die einzige Ausnahme
bildete SiE1A, die die adenovirale Replikation nur um ca. 35 % inhibierte. Aber auch in einer
Dosierung von 1 nM bewirkten alle Proben bis auf SiE1A eine deutliche Reduktion der Lucifera-
se Expression um 80 - 90 %. Im Niedrigdosisbereich von 0,5 nM zeigten die siRNAs nur noch
Inhibierungsraten von 50 - 70 %. Darlber hinaus zeigte sich in allen Dosisbereichen, dass keine
der Kombinationen aus den siRNAs eine starkere Inhibierung der adenoviralen Applikation be-
wirken konnte als die einzelnen siRNAs. Vielmehr wurde in allen kombinierten Ansétzen eine
ebenso starke Reduktion der Luciferase-Reporter-Aktivitdt gemessen wie sie silVa2 bzw.
siHexon alleine bewirkten. Die antivirale Aktivitat von siE1A war auch in diesem Experiment
deutlich geringer sowohl im Vergleich mit silVa2 und siHexon als auch mit den Kombinationen,
was die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen bestétigte. Es liel sich aus den Mess-
daten keine synergistische Aktivitat der sSiRNAs ableiten. Bei gleicher Gesamtkonzentration der
sequnezspezifischen siRNAs erhielt man ann&hernd gleiche Luciferase-Expressionswerte fir die

einzeln applizierten siRNAs siHexon und silVVa2 und die Kombinationen aus ihnen.



Ergebnisse 69
Tab. 3-2: Ubersicht tiber Kombinationen und Dosierungen der untersuchten siRNAs
siRNA siRNA-Konzentration
75 nM 1nM 0,5nM
SiE1A 75 nM 1nM 0,5nM
silVa2 75 nM 1nM 0,5nM
siHexon 75 nM 1nM 0,5nM
SiE1A+silVa2 37,5 nM +37,5 nM 0,5nM +0,5nM 0,25 nM + 0,25 nM
siE1A+siHexon 37,5nM +37,5 nM 0,5nM +0,5nM 0,25 nM + 0,25 nM
siHexon+silVa2 37,5 nM +37,5 nM 0,5nM + 0,5 nM 0,25 nM + 0,25 nM
siE1A+siHexon+silVa2 | 25 nM+25 nM+25nM | 0,33 nM+0,33 nM+0,33 nM | 0,16 nM+0,16 nM+0,16 nM
scrambled 75 nM 1nM 0,5nM
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Abb. 3-14: Inhibierung der adenoviralen Replikation durch Kombinationen von siE1A, silVa2 und
siHexon

HelLa Zellen wurden mit Kombinationen der drei siRNAs in Dosierungen von 75 nM (A) , 1 nM (B) und 0,5 nM (C)
transfiziert. Bei Applikation mehrerer sSiRNAs in einem Ansatz wurden diese zu gleichen Anteilen an der Endkon-
zentration eingesetzt (Tab.3.2). Im Anschluss erfolgte die Infektion mit 10 MOl Ad5TRE-E1A und 2 MOI
Ad5CMVluc. Nach 36 h wurden Transkomplementierungs-Assays durchgefiihrt, um die Reduktion der adenoviralen
Replikation durch die siRNAs zu bestimmen. (A) Bei einer Konzentration von 75 nM fiihrten alle siRNAs, mit
Ausnahme von siE1A sowie deren Kombinationen, zu einer Reduktion der Luciferase Expression um ca. 90 %. (B)
AuRer bei den Proben siHexon und siHexon/siELA, die nur eine Inhibierung von ca. 80 % bewirkten und siE1A, die
in diesem Ansatz gar keine inhibitorische Wirkung zeigte, fiihrte die Applikation der siRNAs und Kombinationen in
einer Gesamtkonzentration von 1 nM immer noch zu einer Inhibierung der adenoviralen Replikation um ca. 90%.
(C) Bei einer Konzentration von 0,5 nM war der inhibitorische Effekt der siRNAs deutlich verringert. Auch hier
zeigte die siE1A nahezu keine Wirkung. Die Ubrigen Proben bewirkten eine Inhibierung der Luciferase Expression
zwischen 50 % und 70 %. In keinem der untersuchten Dosisbereiche zeigten die Kombinationen verschiedener siR-
NAs einen starkeren inhibitorischen Effekt als die einzeln applizierten siRNAs. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
je zwei unabhéngigen Experimenten, die in Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden, in Prozent+ S.E.M.

3.3.4 Evaluierung und Vergleich des inhibitorischen Effekts auf die Adenovirus-
induzierte Zelllyse

In Bezug auf eine mogliche zukinftige Verwendbarkeit von anti-adenoviralen siRNAs in der
Praxis, interessiert es vorrangig in wieweit die SIRNAs, einzeln oder in Kombination, in der La-
ge sind die durch Adenoviren verursachten zytopathischen Effekte zu inhibieren. Um dieser Fra-
gestellung nachzugehen, wurde abschlielend ein Experiment in Zellkultur durchgefiihrt, das die
Zytolyse in Adenovirus infizierten und mit siE1A, silvVa2 oder siHexon bzw. Kombinationen
dergleichen behandelten Zellen untersuchte. Dazu wurden HelLa Zellen mit 75 nM der siRNAs
transfiziert. Bei Applikation von mehreren siRNAs in einem Ansatz wurden die Einzeldosen so
gewahlt, dass sie zu gleichen Anteilen in die Gesamtkonzentration eingingen. Die Proben ent-
sprachen den in Tab. 3.2 Spalte 1 und 2 beschriebenen. Direkt im Anschluss wurden die Zellen
mit 10 MOI Ad5TRE-E1A oder mit 10 MOI Ad5CMVIluc infiziert. Nach vierstindiger Inkuba-
tion wurde das Medium gewechselt. Vier Tage post infectionem wurden die Zellen mit Kristall-
violett geféarbt. Kristallviolett farbt ausschlieBlich lebende Zellen, so dass auf diese Weise ein

zytopathischer Effekt sichtbar gemacht werden konnte. Der Zellrasen in den Negativkontrollen:
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unbehandelte Zellen, siE1A/silVa2/siHexon und siE1A/silVa2/siHexon plus Ad5CMVluc, war
zu diesem Zeitpunkt vollstandig intakt. Der Zellrasen in der ausschlieflich mit AASTRE-E1A
behandelten Probe hingegen war vollstandig lysiert, ebenso der Zellrasen in den mit einer einzi-
gen siRNA oder der Negativkontrolle scrambeld behandelten Ansétzen. Ein entsprechendes Bild
zeigte auch die Probe mit der Kombination aus silVa2 und siHexon. Einzig die Kombinationen
von SiRNAs, die zu einem Teil SiE1A enthielten, waren in der Lage die Zellen vor der Adenovi-
rus vermittelten Lyse zu schutzen. In Bezug auf die Inhibierung der Virus vermittelten Zelllyse
haben folglich Kombinationen aus siRNAs gegen das friihe adenovirale Gen E1A und gegen die
spaten Gene Va2 und Hexon einen deutlich starkeren Effekt als die einzelnen siRNAs oder
Kombinationen von siRNAs gegen IVVa2 und Hexon.
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Abb. 3-15: Inhibierung der Adenvirus vermittelten Zelllyse durch Applikation verschiedener Kombina-
tionen von siE1A, silVVa2 und siHexon

scr

HelLa Zellen wurden mit den siRNAs in einer Gesamtkonzentration von 75 nM transfiziert. Bei Kombination meh-
rerer SiRNAs wurden die einzelnen siRNAs zu gleichen Teilen so eingesetzt, dass die Endkonzentration ebenfalls 75
nM betrug. Im Anschluss wurden die Zellen mit 10 MOI Ad5TRE-E1A bzw. Ad5CMVluc infiziert. Nach vierstiin-
diger Inkubation wurde das Medium gewechselt. Um den zytopathischen Effekt zu beurteilen, wurden vier Tage
spater die lebenden Zellen mit Kristallviolett gefarbt. scr = scrambeld siRNA. Einzig die Kombinationen
siE1A/siHexon; siE1A/silVa2 und siE1A/silVVa2/siHexon hatten einen zytoprotektiven Effekt.
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4 Diskussion

Der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAI) wurde 1998 im Nematoden C. elegans durch
Fire und Mello erstmalig beschrieben (Fire et al., 1998). Es handelt sich um einen in Eukaryon-
ten hoch konservierten Signalweg des posttranskriptionellen Gen-Silencings. Lange
doppelstrangige RNA Molekile (dsRNA) bzw. genomische Transkripte, die als Haarnadelstruk-
turen vorliegen (pre-miRNA), initiieren im Zytoplasma eine Kaskade, an deren Ende die Spal-
tung bzw. translationale Hemmung einer sequenzhomologen mRNA steht (Elbashir 2001 a/b/c;
Meister und Tuschl, 2004; van Rij und Andino, 2006). Es dauerte jedoch einige Zeit bis die
Existenz der RNA-Interferenz im Sdugetierorganismus einwandfrei nachgewiesen werden konn-
te. Gelangt dsRNA von mehr als 30 Basenpaaren Lange in das Zytoplasma einer Sdugetierzelle,
wird dadurch eine unspezifische Interferonantwort ausgelost und tber Interaktion mit der Pro-
teinkinase PKR und der 2¢, 5° - Oligoadenylat-Synthetase die Proteinsynthese der Wirtszelle
inhibiert (Clemens, 1997; Stark et al., 1998; Manche et al., 1992). Erst die Gruppe um Tuschl
und Elbashir konnte zeigen, dass in der Saugetierzelle die sequenzspezifische Degradierung ei-
ner homologen mMRNA im Rahmen der RNAI durch kurze doppelstrangige RNA-Molekile von
21 - 22 Nukleotiden L&nge, den small interfering RNAs (siRNAs), induziert werden kann (EI-
bashir et al., 2001c). Seitdem hat das Feld der siRNA-Technologie eine rasante Entwicklung
genommen, so dass siRNAs mittlerweile in vielen Gebieten der Molekularbiologie erfolgreich
Einsatz finden und auch bereits in klinischen Studien erprobt werden. Dazu zahlt auch die The-
rapie akuter wie chronischer viraler Infektionen. Nach wie vor gibt es jedoch gegen viele virale
Pathogene keine kausale Therapie. Durch Adenoviren verursachte Infektionen haben in jiingerer
Zeit zunehmend an Bedeutung gewonnen. Vor allem bei immunsupprimierten Patienten verlau-
fen Adenovirusinfektionen hdufig fulminant und nehmen nicht selten einen letalen Ausgang
(Johnson et al., 1990; Hough et al., 2004). Die Therapie ist bislang jedoch vorwiegend sympto-
matisch orientiert. In mehreren klinischen Studien wurden zwar verschiedene Nukleosidanaloga
im Sinne eines sogenannten off-label-use eingesetzt, zugelassene Medikamente gibt es jedoch
nicht (Dropulic und Cohen, 2010).

Ziel der Dissertation war es daher die Inhibierung adenoviraler Infektionen durch den Einsatz
von sequenzspezifischen siRNAs am Beispiel des Adenovirus Typ 5 zu evaluieren. Als Ziel-
strukturen des post-transkriptionellen Silencing wurden drei adenovirale Schlusselproteine aus-
gewahlt: E1A, IVa2 und Hexon. Chung et al. konnten bereits zeigen, dass die siRNA vermittelte
Herunterregulation von E1A die adenovirale Replikation signifikant inhibiert (Chung et al.,

2007). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig demonstriert, dass die Herunterregulation der
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adenoviralen Strukturproteine Hexon und IVVa2 die adenovirale Replikation effizienter hemmt als
der Knockdown von E1A. Chung et al. konnten zwar eine Herunterregulation der ELIA mRNA
durch den Einsatz der E1A spezifischen siRNA bewirken, eine vollstdndige Inhibierung der a-
denoviralen Replikation konnte jedoch nicht erreicht werden. Es sollte daher evaluiert werden,
ob ein kombinierter Einsatz von siRNAs gegen das friihe Produkt E1A und gegen die spaten
Produkte 1VVa2 und Hexon die adenovirale Replikation effizienter inhibiert. Es wurde gezeigt,
dass bei gleicher Gesamtdosis der siRNAs, jegliche Kombination von siRNAs eine vergleichbar
starke Inhibierung der adenoviralen Replikation bewirkt wie siHexon oder silVa2 alleine. Es
konnten folglich keine synergistischen Effekte nachgewiesen werden. Ein anderes Bild jedoch
ergab sich in Bezug auf den zytopathischen Effekt. Die Adenovirus vermittelte Zelllyse konnte
nur in den Proben inhibiert werden, die aus einer Kombination von siELA mit siHexon oder

sil\VVa2 bestanden.

4.1 Auswahl des Adenovirus Serotypen

Die Adenoviren der Serogruppen B und D gehéren zu den bedeutendsten humanpathogenen A-
denoviren. Die Adenoviren der Gruppe B, zu denen auch das Ad11 gehért, verursachen vorran-
gig Infektionen der Konjunktiven und des Urogenitaltraktes (Russell, 2009) und kdnnen beson-
ders bei immunsupprimierten Patienten sehr schwere Krankheitsverlaufe bedingen (Umekawa
und Kurita, 1996). Am Beispiel des Ad11 konnten Chung et al. bereits zeigen, dass die Herunter-
regulation des adenoviralen E1A-Gens mittels RNAI die adenovirale Replikation signifikant
inhibiert (Chung et al., 2007).

Die Vertreter der Serogruppe C wirken hauptséachlich als Pathogene an den Konjunktiven sowie
im Respirationstrakt (Russell, 2009; Shenk, 2001). In jingerer Zeit konnten Ad2 und Ad5, die
zur Gruppe C gehoren, jedoch als Verursacher der viralen Myokarditis isoliert werden (Pau-
schinger et al., 1999). Zudem ist das Ad5 einer der am h&ufigsten isolierten Serotypen in Zu-
sammenhang mit der fulminanten adenoviralen Hepatitits (Hough et al., 2005). Ein Krankheits-
bild, das vor allem bei immunsupprimierten Patienten gehduft auftritt. In den Experimenten wur-
den daher zwei verschiedene Adenovirus-Mutanten des Ad5 eingesetzt, RCA und Ad5TRE-
E1A, in beiden Fallen handelt es sich um replikationskompetente Adenoviren, welche im Ver-

gleich zum Wildtyp Adenovirus eine etwas geringere Replikationsrate aufweisen.
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4.2 Selektion der Zielgene

Als Zielstrukturen der RNAI wurden drei Proteine ausgewahlt, deren Funktionen von zentraler
Bedeutung flr den adenoviralen Infektionszyklus sind: E1A, Hexon und 1Va2.

E1A gehort zu den immediate early Genen. Nachdem das Adenovirus in den Nukleus der Wirts-
zelle vorgedrungen ist, ist es das erste virale Gen, das exprimiert wird. Durch alternatives Splei-
Ren entstehen mehrere Proteine, deren Hauptvertreter als 12S und 13S bezeichnet werden. Diese
beiden Spleillvarianten unterscheiden sich in der L&nge ihrer Aminosduresequenzen. Beide Pro-
teine besitzen identische N- und C-terminale Sequenzen, die 13S Variante besitzt jedoch eine
zusatzliche, als conserved region 3 (CR3) bezeichnete Region, die 49 Aminosduren umfasst
(Russell, 2000; Flint und Shenk, 1989). Die Funktionen der E1A-Produkte sind essentiell fur die
virale Replikation. Das E1A 13s-Protein ist Transaktivator aller nachgeschalteten Transkripti-
onseinheiten. Gleichzeitig modifizieren die E1A-Proteine den zelluldren Metabolismus so, dass
eine geeignete Umgebung fiir die virale Replikation geschaffen wird (Russell, 2000; Shenk,
2001). Da die adenovirale Replikation so entscheidend von der Aktivitat des E1A-Gens abhéangt,
stellt E1A in dieser Hinsicht eine optimale Zielstruktur fur die RNAi im Rahmen einer antivira-
len Strategie dar. So konnten Chung et al. bereits zeigen, dass die sSiRNA vermittelte Herunterre-
gulation von E1A die adenovirale Replikation signifikant inhibiert (Chung et al., 2007). Ein
Nachteil jedoch ist, dass bereits minimale Mengen an E1A ausreichen, um die Virusreplikation
zu unterhalten (Hitt und Graham, 1990; Fechner et al, 2003). So konnten auch Chung et al.
durch Applikation der gegen E1A gerichteten siRNA keine vollstandige Inhibierung der adeno-
viralen Replikation erreichen. Aus diesem Grund kdnnte ELA wiederum eine nicht ganz optima-
le Zielstruktur darstellen, da durch RNAi moglicherweise nur ein Knockdown erzielt werden

kann.

Das Hexon-Protein ist das Hauptstrukturprotein des Kapsids. 240 der 252 Kapsomere sind
Hexone (Russell, 2009). Darlber hinaus kommen dem Hexon-Protein weitere wichtige Funktio-
nen im Rahmen des adenoviralen Replikationszyklus zu. Nach erfolgter Internalisierung und
Freisetzung aus den Clathrin coated vesicles wird tber das Hexon das zelluldre Dynein gebun-
den, das den Transport zum Zellkern entlang der Mikrotubuli vermittelt (Bremner et al., 2009;
Leopold et al., 2000). Die Aufnahme des Adenovirus in den Nukleus erfolgt nach der vorherr-
schenden Meinung im Cotransport mit dem zelluldren Histon H1, das sich im kontinuierlichen
Fluss zwischen Zellkern und Zytoplasma befindet und ebenfalls an das Hexon-Protein bindet
(Trotman et al., 2001). Durch Ausschalten des Hexon-Proteins kann somit der virale Replikati-
onszyklus an verschieden kritischen Punkten inhibiert werden.
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Va2 gehort zu den intermediaren adenoviralen Proteinen und wurde als Trankriptionsaktivator
des MLP charakterisiert (Tribouley et al., 1994; Lutz und Kedinger, 1996). Des Weiteren spielt
IVa2 eine essentielle Rolle im adenoviralen Verpackungsprozess (Gustin et al., 1996; Gustin
und Imperiale, 1998) und besitzt dartber hinaus entscheidende Funktionen fur den Aufbau des
Kapsids. Dies kommt vor allem darin zum Ausdruck, dass Adenovirus-Mutanten, die 1Va2 nicht
exprimieren keine infektiosen Partikel bilden kdnnen (Zhang und Imperiale, 2003).

Weitere mogliche Zielgene fir den siRNA vermittelten Knockdown wéren beispielsweise die
Pentonbase, das Fiber-Protein, E1B oder E3 sowie E2A (DBP) und E2B (pTP und Pol).

Das Fiber-Protein und die Pentonbase sind als Bestandteile des Kapsids fur die primére Bindung
an die Zielzelle bzw. die Internalisierung des Adenovirus verantwortlich. Die meisten Serotypen
interagieren Uber das Fiber-Protein mit dem Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (Bergelson et al.,
1997; Roelvink et al., 1998). Die Serogruppe F jedoch bindet an N-Acetylneuraminséure, die
Serogruppe B an CD46 (Arnberg et al., 2000; Hall et al., 2010). Einen weiteren Bindungspartner
des Fiber-Proteins stellt das Heparansulfatglykosaminoglykan (HSG) dar, das von den Adenovi-
ren (Ad2 und Ad5) vor allem in Abwesenheit von CAR als Rezeptor verwendet wird (Dechecci
et al., 2001; Bayo-Puxan, 2006). Die Pentonbase vemittelt die Bindung an die zellularen Integri-
ne und somit die Internalisierung des Virus (Wickham et al., 1993; Mathias et al., 1994). Es wird
bereits an dieser Stelle deutlich, dass die Internalisierung des Adenovirus ein Prozess ist, der
verschiedene Schlusselstellen involviert und der gleichwohl auf mehreren Wegen stattfinden
kann. Somit schien der Versuch durch das Silencing nur eines der eben genannten Gene eine
effiziente Inhibierung der Adenovirusinfektion zu erreichen wenig aussichtsreich. Hinzu kommt,
dass die Expression der Rezeptoren, die fur die Internalisierung des Adenovirus entscheidend
sind, hoch variabel zwischen den einzelnen Zelllinien und Geweben ist (Fechner et al., 1999), so
dass der Versuch die zellulare Aufnahme der Adenoviren durch shRNA vermittelten Knockdown
von CAR zu inhibieren zwar erfolgreich war aber eine variable Effizienz in Abh&ngigkeit von

der untersuchten Zelllinie zeigte (Fechner et. al., 2007).

Die Produkte der E1B Region unterdriicken zum einen die Funktion des zelluldren Tumorsupp-
ressorgens p53, so dass ein verfriihtes Absterben der Zelle wéhrend der viralen Replikation ver-
hindert wird (Kao et al., 1990; Yew et al., 1994; Lomonosova et al., 2005; Harada et al., 2002)
und zum anderen beginstigen sie die Translation der spaten adenoviralen Proteine (Blanchette et
al., 2008). Adenovirus-Mutanten deren E1B Region deletiert wurde, sind jedoch immer noch in
der Lage zu replizieren (Fechner et al., 2003). Auch die Produkte der E3 Region, deren Haupt-
funktion darin besteht, die Immunantwort der Wirtszelle dahingehend zu modulieren, dass eine
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andauernde adenovirale Infektion etabliert werden kann, sind fur die virale Replikation nicht
essentiell (Su et al., 2011; Burgert et al., 1987; Bennett et al., 1999). Daher sind E1B und E3

wahrscheinlich keine geeigneten Zielgene.

In der E2-Region sind das DNA Binding Protein, die virale Polymerase sowie die Vorstufe des
terminalen Proteins kodiert, die an der viralen DNA-Replikation entscheidend beteiligt sind (de-
Jong und van der Vliet, 1999). E2 stellt somit eine mdgliche Zielstruktur fir die RNAI dar, die
wir jedoch nicht ausgewahlt haben, da E1A, Hexon und 1VVa2 jeweils den Replikationszyklus an
mehreren Schlusselstellen beeinflussen und aus diesem Grund durch das Silencing dieser Gene

ein stéarkerer anti-adenoviraler Effekt zu erwarten war.

Ziele der Dissertation waren: Die Wirksamkeit der RNAI gegen das Adenovirus zu evaluieren,
vergleichend zu untersuchen inwieweit das Silencing von frihen (E1A), intermediéren (IVa2)
bzw. spaten (Hexon) adenoviralen Genen einen stérkeren inhibitorischen Effekt auf die Virus-
replikation hat und zuletzt die Effizienz der kombinierten Anwendung von siRNAs zu evaluie-
ren. Wie im vorangegangen Absatz dargestellt gibt es bei Adenoviren eine Vielzahl von mdgli-
chen Angriffspunkten fir die RNAI. Im Rahmen eines Proof of Principle erschien es jedoch
sinnvoll zusatzlich zu E1A, das die zentrale Stellung im Replikationszyklus des Adenovirus ein-
nimmt und das bereits erfolgreich herunterreguliert werden konnte (Chung et al., 2007), nur zwei
weitere Proteine als Ziele der RNAi auszuwahlen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Rep-
likationszyklus exprimiert werden und von deren Herunterregulation ein starker inhibitorischer

Effekt auf die Bildung infektidser Partikel zu erwarten war: 1Va2 und Hexon.

4.3 Evaluierung der anti-adenoviralen Wirkung der siRNAs gegen E1A,
IVa2 und Hexon und Selektion der effizientesten siRNA gegen jedes
Zielgen

Gegen jedes der ausgewahlten Zielgene, E1A, Va2 und Hexon, lagen zu Beginn je vier ver-

schiedene synthetisch hergestellte SiRNAs vor, die zu unterschiedlichen Sequenzen der jeweili-

gen kodierenden mRNA komplementar waren. Dabei waren alle siRNAs gegen E1A sowohl

gegen die 13S als auch gegen die 12S Spleil3variante gerichtet.

Neben anderen wie z. B. Elbashir und Tuschl (Elbashir et al., 2001 a/b; Elbashir et al., 2002)
entwickelten Reynolds et al. Richtlinien, um das Design einer effizienten siRNA zu erleichtern.
Anhand von acht definierten Kriterien erfolgt die Vergabe von Punkten, wobei ein Punktwert
von sechs in Hinblick auf die zu erwartende Silencing-Aktivitat der siRNA als optimal betrachtet

wird. Zu den Kriterien in Bezug auf den 19 Basenpaare umfassenden doppelstrangigen Bereich
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(ohne Beriicksichtigung der tberh&dngenden 3¢ Termini) gehoren: der GC-Gehalt, er sollte zwi-
schen 30 und 52 Prozent betragen; das VVorhandensein der Basen A oder U an den Positionen 15-
19; das Vorhandensein der Base A in Position 19 und in Position 3 sowie der Base U in Position
10. Fir jedes einzelne Kriterium wird ein Punktwert von 1 vergeben. Beim Vorhandensein von
G oder C in Position 19 oder G in Position 13 wird je ein Punkt abgezogen (Reynolds et al.,
2004). Eine wichtige Rolle beim Design einer effizienten siRNA spielen darlber hinaus die
thermodynamischen Eigenschaften der siRNA (Khvorova et al., 2003) aber auch Sequenz und
Sekundarstruktur der Ziel-mRNA, da von ihr der rdumliche Zugang zur Ziel-Sequenz abhangt
(Gredell et al., 2008). Eine geringe Gesamtstabilitat der siRNA scheint ebenfalls ihre Funktiona-
litdt zu erhdhen (Muhonen et al., 2008). Die in den Experimenten verwendeten sSiRNAs wurden
nach dem HP OnGuard Algorithmus designed, dieser basiert im Wesentlichen auf den von EI-
bashir und Tuschl definierten Richtlinien und einem von Huesken et al. entwickelten Artificial
Neural Network (BIOPREDsi-algorithm) (siehe auch Pkt. 2.2.2) (Elbashir et al., 2001 a/b; EI-
bashir et al., 2002; Huesken et al, 2005).

Trotz allem gibt es bisher keinen Algorithmus, der eine exakte Prognose der siRNA Aktivitét
ermdoglicht. siRNAs, bei deren Design alle gangigen Kriterien bertcksichtigt wurden, kénnen
sich als inaktiv erweisen und siRNAs, die nicht den Kriterien entsprechen, kdnnen ein sehr effi-
zientes Silencing bewirken (Kurreck, 2006). Daher war es erforderlich im Vorfeld zu untersu-
chen, ob die siRNAs lberhaupt anti-adenovirale Aktivitat besitzen, ob diese auf der spezifischen
Interaktion der sSiRNA mit ihrer Ziel-mRNA basiert und welche der je vier vorliegenden siRNAs

aktiv bzw. inaktiv sind.

Zuné&chst wurde die Wirkung aller vorhandenen siRNAs durch Nachweis der adenoviralen Prote-
ine mittels Immunfluoreszenz untersucht. HeLa Zellen wurden zu diesem Zweck mit den siRN-
As transfiziert und anschlieffend mit Adenoviren infiziert. In allen Proben wurde bei der Fluores-
zenzféarbung ein primarer Antikorper gegen das adenovirale Hexon-Protein verwendet. Die An-
sétze, die mit den siRNAs gegen E1A behandelt worden waren, wurden zusétzlich unter Ver-
wendung eines primaren Antikorpers gegen E1A gefarbt. In der Hexonfarbung wurde die Wir-
kung der siRNAs gegen E1A und IVVa2 somit indirekt beurteilt. ELA fungiert als transkriptionel-
ler Aktivator aller nachfolgenden Gene, darunter auch dem IVa2, das wiederum als Aktivator
des Major Late Promotors wirkt, der flr die Expression der spaten Gene und somit auch des
Hexon-Proteins verantwortlich ist. Folglich ist die Expression des Hexon-Proteins zum einen
von der adenoviralen Replikation per se abhéngig und zum anderen von der Expression von E1A
und IVa2. Die siRNAs mit dem starksten inhibitorischen Effekt auf die Expression des Hexon-
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Proteins waren: siELA 3 und SiE1A 4, silVa2_2 und silVa2_4 sowie siHexon_4. Die in der
E1A-Farbung fiir die ant-siELA siRNAs erhaltenen Ergebnisse sind damit weitgehend konkor-
dant (siehe unten). Aus den Ergebnissen lasst sich zunéchst ableiten, dass die sSIRNAs grundsatz-
lich in der Lage sind die Expression des adenoviralen Hexon-Proteins zu hemmen. Die Ergebnis-
se fur E1A stimmen mit denen der Gruppe um Chung et al. Gberein. Auch hier wurde der inhibi-
torische Effekt der anti-E1A siRNAs mittels Farbung des adenoviralen Hexon-Proteins nachge-
wiesen. Chung et al., fanden eine Inhibierung der Hexon-Proteinexpression durch die anti-E1A
siRNAs um etwa 95 % im Vergleich zur Negativkontrolle scrambled (Chung et al., 2007). Die
effizientesten siRNAs in unserem Ansatz: siE1A 3 und SiE1A_4 bewirkten ebenfalls eine Re-
duktion der Hexon-Proteinexpression um ca. 90% sowie eine vergleichbare Reduktion der E1A-
Expression. Die siRNAs siE1A 1 und siE1A_2 waren weniger effizient, ebenso siHexon 1 - 3
und silvVa2_1, 3 und _4. Die siRNAs gegen 1Va2 wirkten alle insgesamt schwacher im Ver-
gleich mit den anti-Hexon und anti-E1A siRNAs. Die Ursache dafur kdnnte sein, dass 1VVa2 nicht
essentiell ist flr ein optimales Niveau der spaten Genexpression (Zhang und Imperiale, 2003)
und somit der Effekt von IVa2 auf die Hexon-Proteinexpression als gering einzustufen ist. Dies
wird zusatzlich dadurch unterstrichen, dass, wie von uns gezeigt, die Va2 siRNA die prinzipiell
gleiche Silencing Effizienz gegeniber ihrer speziellen Zielsequenz hat wie siHexon und siE1A
(Pkt. 3.1.5).

Dass nicht alle vier verschiedenen siRNAs gegen ihr jeweiliges Target gleichsam effizient wirk-
ten, kann zum einen durch die Lage ihrer homologen Sequenz innerhalb der Sequenz Ziel-
MRNA bedingt sein, so dass durch sterische Hinderung der Zugang erschwert sein kann (Gredell
et al., 2008). Zum anderen konnte die hohergradige thermische Instabilitat und die dadurch be-
vorzugte Inkorporation einiger sSiRNAs in den RISC Komplex ein weiterer Grund fiir deren star-
keren inhibitorischen Effekt dieser siRNAs sein (Walton et al., 2010).

Vergleicht man die Ergebnisse aus der E1A-Farbung mit den Ansétzen, in denen das Hexon-
Protein gefarbt wurde, féallt auf, dass SiE1A_2 in der Hexon-Farbung keine inhibitorische Aktivi-
tat zeigte, in der E1A-Farbung jedoch eine gute anti-adenovirale Wirkung demonstrierte. Um
eine exaktere Auswertung zu erhalten, wurden die Hexon-positiven Zellen zusatzlich quantitativ
erfasst. Im Vergleich mit den Ergebnissen der fluoreszenzoptischen Auswertung ergab sich eine
weitgehende Ubereinstimmung mit geringgradigen Abweichungen. silVa2_1 zeigte in der Anti-
korper-Farbung eine gut antivirale Aktivitét, in der anschlieBenden Zahlung der gefarbten Zellen
ergab sich dann eine Inhibierung der Virusexpression von nur anndhernd 30 %. Anhand der Er-
gebnisse wird deutlich, dass die Immunfluoreszenzfarbung nur eine grobe Bewertung der sSIRNA
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Aktivitat zuldsst. Die im Folgenden durchgefiihrten Transkomplementierungs-Assays sollten
daher weiter Aufschluss geben.

Das Transkomplementierungs-Assay ist eine Methode zur indirekten Beurteilung und Quantifi-
zierung der siRNA Aktivitat. Entscheidend ist, dass mittels TKA der Endpunkt des viralen Rep-
likationszyklus betrachtet werden kann. Die Zellen wurden dazu mit den siRNAs transfiziert und
anschlieBend mit RCA und dem replikationsdefizienten, E1-deletierten Reportervirus
Ad5CMVluc coinfiziert, der ebenfalls eine Mutante des Adenovirus Serotyp 5 ist. Gemal} dem
Prinzip der Transkomplementierung fungiert das RCA als Helfervirus, indem die von ihm ex-
primierten E1A-Produkte auch die Replikation und Proteinexpression des Vektors regulieren,
dessen E1-Region deletiert ist. Der adenovirale Vektor exprimiert Luciferase und da er allein
nicht replizieren kann, ist die Hohe der gemessenen Luciferase-Expression abhangig von der
Wirkung der Proteine des Helfervirus, v. a. des E1A, und somit von auch der Silencing - Aktivi-
tat der anit-E1A siRNA. Folglich konnte, wie bereits in der Vergangenheit demonstriert (Fechner
et al., 2000), die Lucifarese-Expression verwendet werden, um die adenovirale Replikation
quantitativ zu erfassen. Damit auch die Wirkung der siRNAs gegen die spaten adenoviralen Ge-
ne Hexon und IVa2 suffizient beurteilt werden konnte, wurde das Transkomplementierungs-
Assay so durchgefiihrt, dass die Zellen mit den siRNAs behandelt wurden, mit Adenoviren infi-
ziert und mit dem Vektor transduziert wurden und dann 24h post infectionem die Zellen geerntet
und lysiert wurden und anschlieend wiederum Zellen mit dem Lysat infiziert wurden. In diesen
zweiten Ansatzen war die Menge der exprimierten Luciferase dann abhangig von der Fahigkeit
des Adenovirus und des Vektors in dem urspriinglichen Ansatz infektiose Partikel zu bilden, was
wiederum abhéngig von der Wirkung der siRNAs war, auch der silVVa2 und der siHexon. Inwie-
weit sich infektiose Partikel bilden konnten, konnte dann wieder basierend auf dem Prinzip der
Transkomplementierung nach Infektion der Zellen mit dem Lysat durch Bestimmung der Luci-

ferase-Expression evaluiert werden.

Alle untersuchten siRNAs bewirkten entweder eine signifikante oder nahezu signifikante Reduk-
tion der gemessenen Luciferase-Expression. In Ubereinstimmung mit der zuvor durchgefihrten
Immunfluoreszenz waren auch hier die sSiRNAs gegen siE1A 4, silVa2_2 und siHexon_4 am
effizientesten. siE1A 2 zeigte im TKA eine hohe Silencing-Aktivitat, was das Ergebnis aus der
E1A-Férbung bestatigte, so dass das Resultat der Hexon-Farbung und anschlieRenden Zahlung
als Artefakt erscheint. Um dieses Ergebnis weiter zu belegen wurde ein Southern Blot durchge-
fihrt. Dazu wurden zun&chst HeLa Zellen mit siELA_2 und siE1A_4, die als Positivkontrolle
fungierte, sowie mit scrambled siRNA transfiziert und anschliefend mit RCA infiziert. Der
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Southern Blot wurde durchgefuhrt und durch Einsatz einer radioaktiv markierten E1A-
Hybridisierungs-Sonde die virale DNA nachgewiesen. siE1A_2 zeigte hierbei eine hohe Silen-

cing Aktivitat, was die Ergebnisse aus der ELA-Farbung und dem TKA weiter bestatigte.

Im Transkomplementierungs-Assay und in der Immunfluoreszenz wurden unterschiedliche Do-
sierungen von Virus und siRNAs verwendet. Fiir die Immunfluoreszenzfarbung wurden die siR-
NAs in einer Konzentration von 100 nM eingesetzt bei einer MOI des Virus von 5. Die Konzent-
ration wurde initial gewahlt, um eine moglichst groRe Aussagekraft der Farbung zu erzielen. Fir
die Transkomplememtierungs-Assays wurde eine Viruskonzentration von 0,1 MOI bei einer
siRNA Konzentration von 6,67 nM gewdhlt. Eine siRNA Konzentration von 6,67 nM liegt im
Bereich der vom Hersteller empfohlenen Standarddosierung. Die Virusdosis von 0,1 MOI wurde
gewahlt auf Basis der in der Arbeitsgruppe vorliegenden Daten zur Luciferase-Expressions-

Bestimmung.

Immunfluoreszenz, Transkomplementierungs-Assay und Southern Blot konnten alle prinzipiell
die anti-adenovirale Wirkung der siRNAs belegen. Die Immunfluoreszenz lieferte dabei nur sehr
grob orientierende Aussagen. Das TKA ist auf Grund der Betrachtung des kompletten Replikati-
onszyklus genauer. Die im TKA gewonnenen Ergebnisse beziglich siELA_2 und siE1A_4 konn-
ten dartiber hinaus mittels Southern Blot bestétigt werden. Im TKA und in der Immunfluores-
zenz waren SiE1A 4, silVa2_2 und siHexon_4 die effizientesten siRNAs. Im Southern Blot hat-
ten siE1A 2 und siELA 4 eine nahezu identischen Silencing-Aktivitat, so dass letztlich

SIELA 4, silVa2_2 und siHexon_4 fir die weiteren Analysen ausgewahlt wurden.

Im Folgenden sollen sie nur noch als SiE1A, silVa2 und siHexon bezeichnet werden.

4.3.1 Abhéangigkeit der siE1A Wirkung von der viralen Dosis und der Zeit

Um die Effektivitat der sSiRNA vermittelten RNAI weiter zu untersuchen, wurde in einem Trans-
komplementierungs-Assay die Wirkung von siE1A in Abhangigkeit von der Virusdosis und der
Zeit untersucht. Dabei konnte bei einer Adenoviruskonzentration von 0,1 MOI keine signifikante
Reduktion der Luciferase-Expression beobachtet werden. Dieses Ergebnis steht zunéchst im Wi-
derspruch zu dem vorangegangenen Transkomplementierungs-Assay, aus dem eine signifikante
Inhibierung der adenoviralen Replikation bei einer viralen Dosis von 0,1 MOI durch siE1A ab-
geleitet werden konnte. Urséchlich fur diese fehlende Signifikanz waren grofRe Schwankungen
der gemessenen Luciferase-Expression, so dass sich rechnerisch keine signifikante Reduktion
der gemessenen Luciferase-Expression ergab. Bei einer Virusdosis von 1 MOI lag sowohl bei

einer Messung nach 24 h als auch nach 48 h die Inhibierungsrate bei ca. 90 %. Anders stellte es



Diskussion 81

sich bei einer adenoviralen Konzentration von 5 MOI dar. Nach 24 h konnte die Luciferase-
Expression ebenfalls um 90 % inhibiert werden. Nach 48 h jedoch lag die Rate der Inhibierung
nur noch bei 60 %. Folglich ist die Wirkung der anti-EL1A siRNA sowohl von der Zeit als auch

von der Virusdosis abhéngig.

Die Abh&ngigkeit von der Zeit ergibt sich daraus, dass der adenovirale Replikationszyklus in
permissiven Zellen in etwa 14 h dauert (Russell, 2000) und somit in einem l&angeren Betrach-
tungsintervall 6fter ablaufen kann. Dabei lagen sowohl der Messzeitpunkt 24 h (48 h post trans-
fektionem) als auch der Messzeitpunkt 48 h (72 h post transfetkionem) innerhalb des von Chung
et al. fur die stabile Wirkung der anti-E1A siRNA beschriebenen Intervalls von 5 Tagen (Chung
et al., 2007). Dies wiederum ist koh&rent mit dem fiir die effiziente SIRNA Wirkung bereits zu-
vor beschriebenen Zeitraum von 5 bis 7 Tagen (Watanabe et al., 2004) bzw. 4 bis 5 Tagen (Ho-
len et al. 2002) und stimmt auch mit den eigenen Daten Uberein, die ein effizientes Gen-
Silencing, unabh&ngig von der viralen Replikation betrachtet, durch die siRNAs von bis zu 6
Tagen belegen (Pkt. 3.1.6).

Die gefundene Abhangigkeit der siRNA-Effektivitat von der Virusdosis lasst sich erklaren, wenn
man eine exponentiell verlaufende Vermehrung des Adenovirus zu Grunde legt. In diesem Fall
scheint die Virusmehrung 72 h post infectionem bzw. post transfektionem bei einer Ausgangs-
konzentration von 5 MOI so stark zu sein, dass SiE1A in einer Konzentration von 5 nM nicht

mehr ausreichend effizient wirken konnte, um die virale Replikation um 90 % zu inhibieren.

4.4 Vergleich der anti-adenoviralen Wirkung der siRNAs gegen E1A, Va2
und Hexon

In den vorangegangenen Experimenten konnte zunéchst die anti-adenovirale Wirkung der siR-
NAs gegen E1A, Va2 und Hexon nachgewiesen werden und aus den vier siRNAs, die gegen
jedes der drei Zielgene vorlagen, jeweils die effizienteste sSIRNA ausgewéhlt werden. Chung et
al. hatten bereits zuvor gezeigt, dass durch das siRNA vermittelte Silencing von E1A die adeno-
virale Replikation inhibiert werden kann (Chung et al., 2007). Auch aus verschiedenen Arbeiten
im Bereich der adenoviralen Vektoren ist bekannt, dass durch Deletion der ELA-Region die Rep-
likation des Adenovirus gehemmt wird (Doronin et al., 2001; Heise et al., 2000; Ylosméki,
2008). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, zu evaluieren, ob durch das Silencing der
spaten Gene Hexon und 1VVa2 die virale Replikation ebenfalls effizient inhibiert wird und ob das

Silencing der spaten Gene effizienter ist als der Knockdown von E1A.



Diskussion 82

Der erste Teil der Fragestellung konnte bereits in den vorangegangenen Abschnitten positiv be-
antwortet werden. Die adenovirale Replikation wurde durch den Einsatz von siRNAs gegen
Hexon und Va2 effizient inhibiert. Auf Grund der gewahlten Versuchsanordnungen war es je-
doch nicht mdglich anhand der Ergebnisse die Silencing-Aktivitat der drei sSiIRNAs direkt mitei-
nander zu vergleichen. Dazu wurden in der Folge weitere Transkomplementierungs-Assays
durchgefuhrt sowie Plaque-Assays, in denen die Virusproduktion direkt bestimmt wurde.
Gleichzeitig wurde in den Transkomplementierungs-Assays der anti-adenovirale Effekt in Ab-
hangigkeit von der Dosis der siRNAs untersucht. Die siRNAs wurden in verschiedenen Kon-
zentrationen zwischen 1,33 nM und 100 nM eingesetzt bei einer konstanten viralen Dosis von 1
MOI. Dabei hatten siHexon und silVVa2 insgesamt einen deutlich starkeren inhibitorischen Effekt
auf die Luciferase-Expression als siE1A, da die sSiRNAs gegen die spaten Gene auch in den nied-
rigen Konzentrationen sehr gut wirksam waren. Bereits bei einer Dosierung von 1,33 nM lag die
Inhibierungsrate bei iber 90 %. Der Effekt von siE1A in der niedrigsten Konzentration von 1,33
nM musste hingegen sogar als nicht signifikant bewertet werden. siHexon und silVa2 zeigten ein
Wirkungsmaximum bei einer Konzentration von 100 nM mit einer Herunterregulation der Luci-
ferase-Expression um 99% im Vergleich zur Negativkontrolle scrambled. Fir siELA konnte die
maximale Wirkung von 90% Herunterregulation bei einer Konzentration von 75 nM gemessen
werden. Insgesamt konnte im Hochdosisbereich (50 nM - 100 nM siRNA) keine nennenswerte
Steigerung der siRNA Wirkung beobachtet werden. Da bereits gezeigt wurde, dass der RNAI-
Pathway gesattigt werden kann und dass dieses Phdnomen mitunter entscheidend von der siRN-
A-Dosis abhéangt (Grimm et al., 2010), ist es naheliegend zu vermuten, dass die Proteine, die die
RNA-Interferenz vermitteln ab einer siRNA Konzentration von 50 nM voll ausgelastet sind, so
dass durch eine Erhéhung der Dosis kein relevanter zusatzlicher inhibitorischer Effekt erzielt
werden kann. Demgemal konnte das Wirkungsmaximum von sSiE1A, das bei 75 nM liegt und
nicht bei der eingesetzten maximalen Konzentration von 100 nM, auch als Artefakt gewertet
werten. Ebenso ist vermutlich der auffallend niedrige Luciferase-Expressionswert bei einer Kon-

zentration von 3,33 nM siE1A als Artefakt zu bewerten.

Interessanterweise zeigten die siRNAs gegen Hexon und Va2 im TKA eine deutlich stérkere
Silencing-Aktivitat als die siRNA gegen E1A. Dieses Ergebnis konnte auch in den Plaque-
Assays, durch die eine direkte Evaluierung der Bildung infektioser Partikel vorgenommen wer-
den konnte, bestatigt werden. Die siRNAs, siHexon und silVa2, konnten die Bildung der infekti-
6sen Adenoviruspartikel um 93 % inhibieren und zeigten damit eine starkere Silencing-Aktivitat
als die siE1A, durch deren Applikation die Bildung der Viruspartikel nur um 58% inhibiert wer-
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den konnte. Ein Ansatz der Plaque-Assays war mit Ad5SCMV luc cotransduziert worden, so dass
anschlieBend die Luciferase-Expression bestimmt werden konnte. Die dabei ermittelten Werte
konnten das Ergebnis aus dem zugehdrigen Plaque-Assay bestatigen. Auch hier war SiE1A we-

niger effizient als siHexon und silVa2.

Diese Ergebnisse sind umso Uberraschender in Hinblick auf die Resultate des folgenden Ver-
suchs: Es wurden Luciferase-Reporter-Plasmide konstruiert, in die stromab der Luciferase Se-
quenz die Zielsequenz der jeweiligen siRNA eingebracht wurde. Nach Applikation der siRNAs
wurde dann die Luciferase-Expression bestimmt. Die Inhibierung der Luciferase-Expression
kommt dabei durch Bindung der siRNA im Bereich ihrer Zielsequenz und den konsekutiven
Abbau des Plasmids im RISC-Komplex zustande. Sowohl bei einer siRNA-Konzentration von 1
nM und 5 nM als auch bei einer Konzentration von 10 nM wurde die Luciferase-Expression
durch alle drei siRNAs signifikant, um > 90 % inhibiert. Dabei konnten siE1A, siHexon und
silVa2 im Vergleich mit der Negativkontrolle die Luciferase Expression auf ein etwa vergleich-
bar niedriges Niveau bringen. Die Wirkung der siRNAs konnte folglich als sequenzspezifisch
bewertet werden und der inhibitorische Effekt der drei siRNAs auf die komplementare mRNA

als gleich stark.

Es ist jedoch bekannt, dass bereits eine minimale Expression von E1A-13S ausreichend ist, um
durch Autoaktivierung eine unkontrollierbare E1A-13s-Expression und somit letzlich auch die
virale Replikation zu induzieren (Fechner et al., 2003). Nach Hitt und Graham hat eine Variation
des EL1A-Expressionniveaus nur einen marginalen Effekt auf die adenovirale Replikation. So
fuhrt beispielsweise eine 40-fache Reduktion der E1A Expression nicht zu einer nennenswerten
Inhibierung der Virusreplikation (Hitt und Graham, 1990). Vor diesem Hintergrund ist es nahe-
liegend zu vermuten, dass hohere Dosierungen der anti-ELA siRNA erforderlich sind, um die
Expression von E1A auf ein Niveau zu senken, dass eine vergleichbare Inhibierung der viralen
Replikation bedingt wie sie in unseren Versuchen durch siHexon und silVa2 bewirkt wurde. Es
bleibt dabei zu bedenken, dass fiir eine mogliche Anwendung in vivo das effektive Silencing bei
geringer siRNA-Konzentration von entscheidendem Vorteil ist, da durch den Einsatz niedriger
SiIRNA Dosierungen das Risiko von unerwiinschten Nebenwirkungen durch Blockade des RNAI-
Signaltransduktionsweges im Rahmen einer therapeutischen Intervention reduziert werden kann.
Die RNA-Interferenz Maschinerie wird im Sdugetierorganismus ebenso von den endogenen
miRNAs benutzt, die der Genregulation dienen, folglich sind vielfache verheerende Auswirkun-

gen einer Sattigung des Pathways denkbar (Grimm et al., 2006; Grimm et al., 2010).



Diskussion 84

4.5 Additive Effekte der anti-adenoviralen siRNAs

In verschiedenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Kombination von
siRNAs, die gegen verschiedene Gene oder gegen verschiedene Angriffspunkte auf einem Gen
gerichtet sind, zu einer Potenzierung der antiviralen Effekte fihrt (Sun et al., 2007; Xin et al.,
2008; Fulton et al., 2009). Vor allem um dem Problem der Entstehung viraler Escape Mutanten
zu begegnen, hat sich der Einsatz von Kombinationen von siRNAs bzw. shRNAs (SiRNAs mit
kurzer Haarnadelstruktur) als effizient erwiesen (Schubert et al., 2005; Li et al., 2005; ter Brake
et al., 2006). Da die Mutationsrate der Adenoviren relativ gering ist, verfolgt eine Kombinations-
strategie hier viel mehr das Ziel die durch die RNAI vermittelte antivirale Wirkung durch den
gleichzeitigen Angriff multipler Ziele innerhalb des adenoviralen Replikationszyklus zu poten-

zieren.

In einem Transkomplementierungs-Assay wurde die Wirksamkeit einer kombinierten Anwen-
dung der siRNAs vergleichend mit der Applikation der siRNAs als Einzelkomponenten unter-
sucht. Dabei wurden die siRNAs immer in einer Gesamtkonzentration von 10 nM eingesetzt.
Das heil3t bei Kombination aller drei siRNAs hatte jede eine Konzentration von 3,33 nM. Wur-
den zwei siRNAs miteinander kombiniert, wurde jede ebenfalls in einer Konzentration von 3,33
nM eingesetzt und die restlichen 3,33 nM mit scrambled siRNA aufgefullt. Die einzelnen siRN-
As wurden auch in einer Konzentration von 3,33 nM eingesetzt und der Ansatz mit 6,66 nM
scrambled siRNA auf 10 nM aufgefillt (siehe auch Tab. 3.1). Bei einer Virusdosis von 1 MOI

wurde die Luciferase-Expression bestimmt.

Wie in den vorangegangenen TKAs und den Plaque-Assays hatten im Vergleich der einzelnen
siRNAs auch hier siHexon und silVVa2 eine deutlich héhere Silencing-Aktivitat als siE1A. Zu-
dem konnte gezeigt werden, dass sich der anti-adenovirale Effekt durch Kombination von silVa2
und siHexon verstérkt. Ebenso fiihrte auch die Kombination aller drei SiRNAs zu einer Verstar-
kung der inhibitorischen Aktivitat im Vergleich mit den einzeln applizierten siRNAs silVA2 und
siHexon. Die Kombinationen von siELA mit siHexon oder silVa2 zeigten jedoch keine erhohte
Silencing-Aktivitat gegenliber der Anwendung von siHexon oder silVVa2 alleine.

In einigen Untersuchungen (Koller et al., 2006, Castanotto et al., 2007, McManus et al., 2002)
konnte gezeigt werden, dass bei bei Kombination einer aktiven siRNA mit einer weniger aktiven
siRNA die aktivere siRNA bevorzugt in den RISC-Komplex inkorporieret wird und in der Folge
der Effekt der inaktiveren siRNA supprimiert wird. Eine mdgliche These ist daher, dass die

Kombinationen aus der weniger effizienten siELA und den sehr effizienten siRNAs siHexon und
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silVa2 keine potenzierte Silencing-Aktivitat aufwiesen, da die inaktivere SiE1A aus dem RISC-
Komplex verdrangt wurde und somit ihre Wirkung nicht entfalten konnte. Diese Kombinationen
zeigten dann die gleiche Effizienz wie silVa2 oder siHexon als Einzelkomponenten. Einzig die
Kombination von siHexon und silVa2 bzw. von allen drei sSiRNA demonstrierte einen verstark-
ten inhibitorischen Effekt, wobei moglicherweise die SIELA bei dem Dreifachansatz nach dem
beschriebenen Mechanismus keine Wirkung entfalten konnte und der Effekt auf die Aktivitat
von silVa2 und siHexon zurilickzufuhren war. Dies wére in Einklang mit unseren Daten, die fir
beide Ansatze eine vergleichbar hohe Silencing-Aktivitat zeigten. Zudem waren in beiden Kom-
bination, siHexon/silVa2 und siE1A/silVVa2/siHexon, silVa2 und siHexon in der gleichen Dosis
vorhanden. Demgegentiiber steht, dass die drei sSiRNAs in unseren Untersuchungen unabhéngig
von der viralen Replikation eine vergleichbar gute Silencing-Aktivitdt zeigten (Pkt. 3.1.5), so
dass die geringere Effektivitat der siE1A und ihrer Kombinationen maglicherweise entsprechend
der Hypothese von Hitt und Graham auf die marginalen Auswirkungen eines veranderten E1A-

Expressionsniveaus auf die adenovirale Replikation zurlickzuftihren ist.

Aus den Ergebnissen lasst sich ableiten, dass es allein durch die Kombination von zwei siRNAs

mdglich zu sein scheint eine Verstarkung der Silencing-Aktivitat zu erreichen.

Jedoch war das durchgefiihrte TKA so aufgebaut, dass in den Ansédtzen mit den kombinierten
siRNAs die Dosis spezifischer sSiRNA insgesamt hoher war und somit die Moglichkeit nicht aus-
geschlossen werden konnte, dass die beobachtete verstéarkte Silencing-Aktivitat der Anséatze, die
eine Kombination aus siHexon und silVa2 enthielten, auf einer Erhéhung der Gesamtdosis der
sequenzspezifischen siRNAs beruhte. Dass eine Dosissteigerung der siRNAs eine Wirkungsstei-
gerung bedingen kann, wurde bereits an mehreren Beispielen gezeigt (Kang et al., 2010; Aquino
et al., 2009,). Auch in Bezug auf das Adenovirus wurde bereits von Chung et al. mittels Plaque-
Assays gezeigt, dass eine hohere Dosis der eingesetzten siRNAs eine signifikant starkere Reduk-
tion der Plaquebildung bewirkt (Chung et al., 2007). Auf der anderen Seite gibt es jedoch auch
Untersuchungen, in denen die Erhéhung der siRNA Dosis nicht zu einer Erhéhung der Silen-
cing-Aktivitat fuhrte, sondern diese gleichblieb oder sich sogar verschlechterte (Kneidinger et al,
2012; Fulton et al., 2009). Tatsdchlich scheint es so zu sein, dass die optimale Dosierung der
SiRNAs und die Effektivitdat von kombinierten Ansatzen stark von den Eigenschaften der ver-
wendeten siRNAs und von Sequenz und Struktur der Zielsequenz abhdngen. Welche Faktoren

auf welche Weise Einfluss nehmen scheint dabei noch weitgehend unbekannt zu sein.

Um die Wirkung der siRNAs aulerhalb der bis zu diesem Zeitpunkt ausschlieBlich verwendeten
HeLa Zellen zu evaluieren, wurde das Transkomplementierungs-Assay unter gleichen Bedin-
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gungen zuséatzlich in EA.hy926 Zellen durchgefuhrt. Es zeigten sich weitgehend konkordante
Ergebnisse, so dass eine antivirale Aktivitat der sSiRNAs, die unabhangig von bestimmten flr die

HeLa Zellen spezifischen Eigenschaften besteht, angenommen werden kann.

Die sehr effizient wirksame Kombination aus siHexon und silVa2 wurde in einem weiteren
Transkomplementierungs-Assay auf ihre Wirkung in Abhéngigkeit von der adenoviralen Dosis
untersucht. Bei einer viralen Dosis von 0,1 und 1 MOI zeigte die sSiRNA Kombination die starks-
te inhibitorische Wirkung mit einer Herunterregulation der Luciferase-Expression um 99%. Bei
einer Virusdosis von 5 MOI lag die Inhibierungsrate ebenfalls bei iber 90% und bei einer MOI
von 10 bei 66%. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, dass eine gesteigerte Viruslast die
Wirkung der siRNAs abschwécht. Bei der Betrachtung der Daten féllt weiterhin auf, dass sich
die gemessenen Expressionswerte fur die non-silencing siRNA bei einer Dosis von 5 MOI und
10 MOI nicht signifikant unterscheiden. Es wurden fur diese Probe sehr hohe Expressionswerte
gemessen. In diesem Bereich ist es mdoglich, dass sich die gemessenen Luciferase-
Expressionswerte nicht mehr proportional verhalten und die Kurve einen asymptotischen Verlauf

nimmt.

Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse wurde die folgenden Experimente bei einer Viruskon-
zentration von 10 MOI durchgefiihrt, da die sSiRNAs die virale Replikation in diesem Bereich
weniger effizient inhibierten und somit eine differenziertere Aussage uber die Unterschiede in

Bezug auf den anti-adenoviralen Effekt erwartet werden konnte.

4.6 Synergistische Effekte der siRNAs gegen E1A, Va2 und Hexon in Bezug
auf die Inhibierung der adenoviralen Replikation und in Bezug auf den
zytopathischen Effekt

Die Produkte der E1A-Region schaffen in der zelluldren Umgebung die optimalen Bedingungen

fur die adenovirale Replikation, gleichzeitig aktivieren sie die Transkription aller nachfolgenden

Transkriptionseinheiten (Russell, 2000; Shenk, 2001). Damit besitzen die ELA-Proteine direkten

Einfluss auf die Expression der nachgeschalteten Proteine IVVa2 und Hexon. 1VVa2 wiederum fun-

giert als Aktivator des MLP, der die Transkription der spaten Gene, zu denen auch das Hexon

zahlt, reguliert (Tribouley et al., 1994; Lutz und Kedinger, 1996; Shenk, 2001). Vor diesem Hin-
tergrund ist es naheliegend anzunehmen, dass die kombinierte Anwendung von siE1A, silVa2
und siHexon, die Wirkung der jeweils einzelnen siRNA potenziert, da die Funktionen ihrer Ziel-
strukturen auf die eingangs dargestellte Weise voneinander abhéngen. Additive Effekte konnten

jedoch nicht generell, sondern nur bei Kombination bestimmter siRNAs nachgewiesen werden.
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Um zu evaluieren inwieweit die SIRNAs gegen E1A, IVVa2 und Hexon synergistisch wirken und
um eine Dosisabhéngigkeit der Effekte auszuschlie3en, wurden daher im Folgenden die Ver-
suchsbedingungen des vorangegangenen TKAs entsprechend modifiziert und erneut TKAs
durchgefuhrt. Im Gegensatz zu der vorangegangenen Untersuchung wurden die Konzentrationen
der siRNAs in den Proben daher so gewahlt, dass stets eine konstante Gesamtmenge spezifischer
SiRNA in jeder Probe vorlag (s. Tab. 3.2). Drei verschiedene Gesamtkonzentrationen wurden
dabei evaluiert: 0,5 nM; 1 nM; 75 nM. Eine Konzentration von 75 nM wurde gewdhlt, weil in
vorangegangenen Versuchen alle siRNAs, auch siE1A, in diesem Dosisbereich eine optimale
Wirkung zeigen konnten. Zwei niedrige Dosierungen von 0,5 nM und 1 nM wurden verwendet,
da bereits zuvor Fulton et al. zeigen konnten, dass die von ihnen untersuchten siRNAs den
starksten synergistischen Effekt im Niedrigdosisbereich aufwiesen (Fulton et al., 2009). Um ein

mdoglichst differenziertes Ergebnis zu erhalten, wurde eine virale Dosis von 10 MOI eingesetzt.

Aus den Ergebnissen der Transkomplementierungs-Assays lieR sich bei keiner der verwendeten
siRNA-Konzentrationen ein gesteigerter inhibitorischer Effekt im Vergleich mit den einzeln ap-
plizierten siRNAs ableiten. Bei gleicher Gesamtkonzentration an sequenzspezifischen siRNAS
bewirkte auch eine Kombination von siHexon und silVVa2 keine starkere Reduktion der Lucifera-
se-Expression als die jeweilige siRNA alleine. In Bezug auf die unter Pkt. 3.3.2 untersuchte Ab-
hangigkeit der sSiRNA Wirkung von der viralen Dosis konnte gezeigt werden, dass mit einer ho-
hen siRNAs Dosis von 75 nM auch bei einer adenoviralen Konzentration von 10 MOI die virale
Replikation effizient inhibiert werden kann. Wie in den vorangegangenen Experimenten zeigte

SIE1A die schwéchste inhibitorische Wirkung unter allen Proben.

In verschiedenen Untersuchungen konnten Kombinationen von siRNAs bzw. shRNAs bereits
erfolgreich beispielsweise gegen Enteroviren, Hepatitis B Viren und auch HIV eingesetzt werden
(ter Brake et al., 2006; Merl und Wessely, 2007; Sun et al., 2007). Auf der anderen Seite gibt es
jedoch Studien, in denen durch Kombination verschiedener siRNAs keine Verstarkung des anti-
viralen Effekts erreicht werden konnte (Ahn et al., 2005; Rothe et al., 2010). Dies scheint vor
allem dadurch bedingt zu sein, dass wie unter Pkt. 4.5 bereits dargestellt die Kapazitat der En-
zyme des RNAi-Pathways, darunter vor allem des RISC-Komplex limitiert zu sein scheint und
es somit zwischen den synthetisch eingebrachten siRNAs zur kompetitiven Hemmung kommt
(Castanotto et al., 2007; Koller et al., 2006). Dabei scheint die Féhigkeit einer sSiRNA mit einer
anderen siRNA in Konkurrenz zu treten in Zusammenhang mit ihrer Silencing-Effektivitat zu
stehen. Wobei die Korrelation auch nicht absolut zu sein scheint, da Abweichungen bereits be-
schrieben wurden (Koller et al., 2006). Inwieweit die kompetitive Hemmung jedoch beispiels-
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weise durch Faktoren wie die siRNA Dosis beeinflussbar oder gar Gberwindbar ist, ist hingegen
ungeklart. Moglicherweise konnte also durch Optimierung der Bedingungen fir die meisten Vi-
ren ein verstarktes Silencing durch Kombination von verschiedenen siRNAs erreicht werden. Fir
siHexon, silVa2 und siE1A konnten zundchst keine synergistischen Effekte in Bezug auf die
Inhibierung der adenoviralen Replikation gefunden werden. Dass eine Kombination verschiede-
ner anti-adenoviraler sSiRNAs im Vergleich mit den Einzelkomponenten nicht zu einer verstark-
ten Silencing-Aktivitat fihrt, konnte auch von Kneidinger et al. in ahnlicher Weise bestatigt
werden (Kneidinger et al., 2012). In Bezug auf die von uns zunachst gefundene Verstarkung des
inhibitorischen Effekts durch Kombination von siHexon und silVVa2 (Pkt. 4.5 bzw. 3.3.1), muss
davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei wie vermutet um ein dosisabhéngiges Phano-

men handelte.

In starkem Gegensatz dazu steht der durch Kombinationen aus siRNAs gegen E1A und gegen
mindestens eines der spaten Gene, Hexon oder 1Va2, hervorgerufene deutlich tiberlegene inhibi-
torische Effekt auf die durch Adenoviren induzierte Zelllyse.

Die Produkte der E1A Region kdnnen durch Interaktion mit den zelluldren Faktoren der
p300/CBP Familie die Apoptose der Wirtszelle induzieren (Russell, 2000). Die Herrunterregula-
tion des E1A durch die siE1A unterdriickt den proapoptotischen Effekt und fuhrt dadurch zu
einem verbesserten Uberleben der inifizierten Zellen. Die Applikation von siE1A alleine fihrte
jedoch nicht zu einer Inhibierung der Adenovirus vermittelten Zelllyse. Dies konnte unter ande-
rem damit zusammenhéngen, dass die fir unsere Untersuchungen verwendete Adenovirus-
Mutante nicht die anti-apoptotisch wirkenden E1B-Gene tragt, was den durch siE1A hervorgeru-
fen anti-apoptotischen Effekt moglicherweise abschwéchte (Kneidinger et al., 2012). Des Weite-
ren konnte die Hemmung der viralen Replikation durch E1A alleine nicht ausreichend sein, um
die Vermehrung der Adenoviren dahingehend zu inhibieren, dass die apoptosehemmende Wir-

kung der siE1A zu einem sichtbaren Effekt flihrte.

Es konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass siHexon und silVa2 die adenovirale Replikation
effizienter inhibieren als siE1A. Dennoch war die Inhibierung der adenoviralen Replikation nicht
ausreichend, um einen zytoprotektiven Effekt zu bewirken, so dass auch die mit siHexon bzw.
silvVa2 behandelten Proben vollstandig lysiert wurden. Erst die Kombination der apoptosehem-
menden Wirkung von siE1A und der Hemmung der viralen Replikation durch silVa2 bzw.
siHexon flhrte zur Inhibierung der Adenovirus vermittelten Zelllyse und dem sichtbaren zyto-
protektiven Effekt.
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Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die sSiRNAs nicht synergistisch wirkten in Bezug auf die
Inhibierung der adenoviralen Replikation. Bei der Betrachtung des zytopathischen Effekts hin-
gegen zeigten sich synergistische Effekte der sSiRNA gegen siE1A und der siRNAs gegen die
spaten Gene siHexon bzw. silVa2. Aus den Daten lasst sich des Weiteren ableiten, dass das
Ausmall mit dem die adenovirale Replikation inhibiert werden kann, nicht zwingend mit dem
durch die Adenoviren verursachten zytopathischen Effekt korreliert. Insgesamt kann durch Ko-
Inhibierung der frihen und spéten Gene ein verstérkter anti-adenoviraler Effekt erreicht werden.
Fur eine mdgliche therapeutische Anwendung der siRNAs konnte eine Kombination von siE1A
mit siHexon bzw. silVVa2 oder auch eine Kombination aus allen drei sSiRNAs vorteilhaft sein, da
auf diese Weise die Adenovirus vermittelte Zelllyse, die das Korrelat der Gewebeschadigung

darstellt, erfolgreich inhibiert werden konnte.

4.7 Ausblick

In einem néchsten Schritt muss der anti-adenovirale Effekt der siRNAs in vivo Uberprift werden.
Um den Transport in das Zielorgan sowie die kontinuierliche Expression der sSiRNAS zu ermog-
lichen, ware die Verwendung eines viralen Vektorsystems von Vorteil, durch das die sSiRNAs in
der Zelle stabil exprimiert werden kdnnten. Eine Hauptschwierigkeit besteht dabei in der Suche
nach effizienten, nicht toxischen Transportsystemen, die einen spezifischen Gewebetropismus
aufweisen. Eine weitere entscheidende Frage, die es zu beantworten gilt, ist die nach uner-
wiinschten Nebenwirkungen. Es ist beispielsweise bekannt, dass durch bestimmte Leitmotive
innerhalb der siRNA Sequenz eine Interferonantwort und gleichermafen die Produktion proin-
flammatorischer Zytokine induziert werden kann (Doyle et al., 2004; Takeda und Akira, 2005;
Hornung et al., 2005; Judge et al., 2006). Daruiber hinaus wurden off-target Effekte durch siRN-
As beschrieben (Brimingham et al., 2006; Anderson et al., 2008) sowie die Stérung der endoge-
nen miRNA vermittelten Gen-Regulation durch Blockierung des zelluldaren RNAI Signalweges
(Doench et al., 2003). Das unvollstandige Ausschalten des Zielgens, der Knockdown, konnte
durch Kombination mit alternativen antiviralen Strategien wie beispielsweise der Applikation
I6slicher Rezeptoren und pharmakologisch aktiver Substanzen lberwunden werden. Um alle
diese Hirden zu nehmen, gibt es bereits vielversprechende Ansatze, die sich in der kontinuierli-
chen Weiterentwicklung befinden. Dazu gehdren beispielsweise die mannigfaltigen Maéglichkei-
ten der chemischen Modifikation sowie die Herbeifilhrung einer moglichst exakten Basenpaa-

rung mit der Ziel-mRNA durch optimales Design der siRNAs.
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