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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Herpesviren exprimieren Micro-(mi)RNAs, welche die Expression von zellularen und viralen
Genen beeinflussen. Das Genom des Kaposi Sarkom Assoziierten Herpesvirus (KSHV) ko-
diert ein Cluster von insgesamt 12 miRNAs, welche sowohl wahrend der latenten, als auch
wahrend der lytischen Infektion exprimiert werden. Da bisher nur sehr wenige zellulare Ziel-
gene fur KSHV miRNAs bekannt sind, war es das Ziel dieser Studie, Gene zu identifizieren,
deren Expression durch virale miRNAs von KSHV beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurden
KSHV miRNAs mit Hilfe eines lentiviralen Transduktionssystems in B-Zellen und in En-
dothelzellen exprimiert. Diese sind beide natlrliche Wirtszellen fiir KSHV. Die dabei entstan-
denen Zelllinien wurden mit Hilfe von zwei unterschiedlichen experimentellen Anséatzen un-

tersucht:

Beim ersten Ansatz wurde das gesamte Expressionsprofil dieser Zellen mit Hilfe von
Microarrays analysiert und, nach Filterung durch bioinformatische Methoden, wurden Kandi-
daten fir eine Regulation durch virale miRNAs identifiziert. Das Ergebnis wurde anhand bio-
chemischer Methoden validiert und zwei zellulare Transkripte als Zielgene bestétigt. In funk-
tionellen Analysen konnte gezeigt werden, dass KSHVY miRNAs die Caspase 3 inhibieren

und dadurch die Zellen vor Apoptose schutzen.

Im zweiten, weitaus effizienteren Ansatz, wurden die sogenannten RISC-Komplexe mit Hilfe
von AGO2-spezifischen Antikdrpern sowohl aus den KSHV miRNA exprimierenden Zellen als
auch aus latent KSHV infizierten Zellen isoliert und die daran gebundenen mRNAs identifi-
ziert. Der RISC-Komplex spielt die entscheidende Rolle bei der miRNA-induzierten Regulati-
on und enthalt neben Proteinkomponenten (u.a. Argonauten (AGO)-Proteinen) sowohl die
aktiven miRNAs als auch die regulierten mRNAs. Nach Isolierung der gebundenen RNAs
konnten mit dieser Methode 72 Gene als Zielgene fur KSHV miRNAs identifiziert werden.
Viele davon spielen eine wichtige Rolle in unterschiedlichen Prozessen wie Zellzykluskontrol-
le, in der Apoptose oder der mRNA-Prozessierung. Insgesamt 11 identifizierte Zielgene wur-
den mit Hilfe von real-time PCRs untersucht und 10 bestéatigt. Mittels 3’'UTR-Luciferase-
Assays wurden 6 davon weiter analysiert und bestéatigt. Fur die Gene LRRC8D, NHP2L1 und
GEMINS8 konnten die zustandigen KSHV miRNAs und die dazugehdrigen Bindungsstellen
auf dem Transkript identifiziert werden. Bei den letzteren beiden lagen diese interessanter-

weise nicht wie erwartet in der 3’'UTR, sondern in dem kodierenden Bereich.



Einleitung

2  Einleitung

2.1 Herpesviren

Die Familie Herpesviridae gehort zu der im Jahr 2009 neu geordneten Ordnung Herpesvira-
les und umfasst ca. 120 unterschiedliche Spezies in Végeln, Saugetieren und Reptilien.
Herpesviren sind grofe DNA-Viren. Die Familie wird, basierend auf den Homologien ihrer
Aminosauresequenzen und anderer Eigenschaften, weiter in die drei Unterfamilien Alpha-
herpesviridae, Betaherpesviridae und Gammaherpesviridae unterteilt. Ein typisches Virion
eines Herpesvirus besteht aus mehreren strukturellen Komponenten (Abb. 1), welche insge-
samt aus mindesten 30 viral kodierten Proteinen aufgebaut sind***: Im Inneren befindet sich
ein Kernbereich, welcher die virale DNA enthalt. Dieser wird von einem 100 — 110 nm grof3en
ikosaedrischen Capsid umgeben, welches aus 12 pentameren und 150 hexameren Capso-
meren besteht. Das Capsid wird dabei aus lediglich fiinf konservierten Proteinen gebildet**.
Der Kern und das Capsid bilden zusammen das Nukleocapsid. Das Nukleocapsid wird von
dem Tegument umgeben. Dies ist eine Art Matrix, welche mindestens 15 unterschiedliche
virale Proteine enthalt. Es trennt das Nukleocapsid von der Virushiille #?*. Die Virushiille ent-
steht bei der zweiten Umhillung des Capsides durch Knospung in Golgi-abgeleiteten Vesi-
keln, und enthélt mindestens 10 virale (Glyko-)Proteine. Die erste Hille entsteht bei der
Kernauswanderung der Virionen an der inneren Kernmembran und wird durch Fusion mit der
aulReren Kernmembran wieder entfernt. Die Glykoproteine in der Virushille spielen eine
wichtige Rolle, indem sie die Interaktion von extrazellularen Virionen mit den entsprechenden

zellularen Rezeptoren vermitteln™*2,

Nukleocapsid

Tegument
Genom

Hulle

Glykoproteine

Abb. 1: Das Herpesvirus Partikel

(A) Das schematische Modell eines Herpesviren Partikels und seiner wichtigsten Bestandteile

(B) Herpesvirale Nukleocapside von EHV-1 (Equines Herpesvirus 1) ohne Hille in einer TEM-Aufnahme.
(Abbildungen aus , The big picture book of viruses*, http://www.virology.net/Big_Virology/BVDNAherpes.html).



Einleitung

Das Genom der Herpesviren liegt als lineare, doppelstrangige DNA vor und kann zwischen
130 und 230 Kilobasenpaaren lang sein. Es kodiert je nach Spezies fur ca. 70 bis zu 200
unterschiedliche Genprodukte’. Bei der Infektion wird das lineare Genom in ein zirkulares
Molekul tberfuhrt, welches als Episom im Kernplasma vorliegt. Dort finden die Synthese der
viralen DNA und der Zusammenbau der Capside statt. Die Gene kdnnen auf einem der bei-
den DNA-Strange liegen, kdnnen Uberlappen und werden in den meisten Fallen ausgehend
von Polymerase-ll-spezifischen Promotoren transkribiert. Die Promotorbereiche verfligen
dabei Uber Bindestellen fiur zellulare und virale Transkriptionsfaktoren, welche die Genex-

pression wahrend des Infektionszyklus regulieren.

Wahrend der lytischen Infektion, begleitet von der Produktion und Freisetzung der Virusparti-
kel, wird die Zelle normalerweise irreversibel zerstdrt. Eine herausragende Eigenschaft von
Herpesviren ist aber ihre Fahigkeit, eine lebenslange Infektion aufrechtzuerhalten. Das Virus
liegt dabei in der sogenannten latenten Form, als extrachromosomales Episom mit stabiler
Kopienzahl, im Kernplasma der Zelle vor. Dabei wird es parallel mit dem Zellgenom durch
die DNA-Polymerase des Wirtes repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Die Ko-
pienzahlen variieren dabei zwischen den verschiedenen Virusspezies und zwischen ver-
schiedenen Zelltypen (z.B. bei Herpes simplex (HSV): ca. 100 Kopien pro Neuron des Spi-
nalganglions; bei dem Epstein-Barr-Virus (EBV): ca. 40 — 100 Kopien pro infizierter B-Zelle;
bei dem Kaposisarkom assoziierte Herpesvirus (KSHV): ca. 70 Kopien pro Zelle in der Zellli-
nie BCBL-1 (siehe Abschnitt 2.2.2), und nur ca. 1-2 in La&sionen des Kaposi-

sarkomeg*124.149

). Wéhrend der latenten Phase werden normalerweise nur wenige virale
Proteine exprimiert. Deren Aufgabe besteht in erster Linie darin, die Latenz aufrechtzuerhal-
ten und das Immunsystem des Wirtes zu beeinflussen. Aus der latenten Infektionsphase
kann das Virus wieder reaktivieren, d.h. in einen lytischen Zustand zurtickkehren. Diese Re-
aktivierung wird meist durch bestimmte endogene oder exogene Faktoren, wie z.B. Stress,
Immunsuppression, UV-Licht oder Hormone hervorgerufen. Wahrend einige Viren in der la-
tenten Phase gelegentlich unauffallig bleiben, erscheinen in der lytischen Phase die fur das

jeweilige Virus typischen Krankheitsmerkmale.

Bis heute wurden acht humanpathogene Mitglieder (HHV, humane Herpesviren) der Herpes-
virenfamilie entdeckt. Diese sind an der Entstehung etlicher Erkrankungen beteilig: Aus der
Unterfamilie a-Herpesvirales stammen dabei HHV-1 (Herpes-simplex Virus 1, HSV1) und
HHV-2 (Herpes-simplex Virus 2, HSV2), welche Blaschen an der Lippe (Herpes labialis) bzw.
in der Genitalregion (Herpes genitalis) hervorrufen. Auch HHV-3 (Varicella-Zoster-Virus), der
Erreger von Windpocken und Girtelrose, ist ein Mitglied dieser Unterfamilie. a-Herpesviren
etablieren ihre Latenz in den sensorischen Ganglien'*’. Bei HHV-5 (Cytomegalievirus, CMV),

HHV-6 und HHV-7 handelt es sich um Vertreter der B-Herpesviren. Diese kénnen die Latenz
3
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in unterschiedlichen Zellen und Geweben etablieren. CMV, der Erreger der Cytomegalie,
stellt fur gesunde Erwachsene normalerweise keine ernsthafte Bedrohung dar. Bei immun-
supprimierten Personen, oder wahrend einer Schwangerschaft kann er sich aber fatal aus-
wirken'. y-Herpesviren sind durch ihren Lymphtropismus gekennzeichnet. Zu ihnen geho-
ren die humanpathogenen Vertreter HHV-4 (Epstein-Barr-Virus, EBV) und HHV-8
(Kaposisarkom assoziiertes Herpesvirus, KSHV). Beide kdnnen B-Zellen infizieren und indu-
zieren proliferative Erkrankungen'®. Das Kaposisarkom Assoziierte Herpesvirus ist an der
Entstehung von mehreren humanen Tumoren beteiligt: Dem Kaposisarkom (KS), dem Pri-
maren Effusionslymphom (PEL) und der Multizentrischen Castleman Erkrankung (MCD)®"*28,
Auch das Epstein-Barr Virus wird mit einer Reihe bdsartiger Tumoren beim Menschen in
Verbindung gebracht, darunter Burkitt's und Hodgkins Lymphom, NK-/T-Zell und peripheres
T-Zell Lymphom und dem Nasopharynxkarzinom. Aul3erdem ist es verantwortlich fur die lym-

phoproliferative Erkrankung nach Transplantationen (PTLD)®.

2.2 Das Kaposisarkom assoziierte Herpesvirus (KSHV)

2.2.1 Entdeckung von KSHV

Im Jahr 1872 beschrieb Moritz Kaposi, ein ungarischer Dermatologe, den Fall von flnf alte-
ren Mannern mit einem ,ldiopathischen Multiplen Pigmentsarkom der Haut“. Einer der Pati-
enten starb 15 Monate nach dem ersten Auftreten dieser Hautlasionen an gastro-intestinalen
Blutungen'®. Diese Erkrankung wurde einige Jahre spater als Kaposisarkom (KS) bezeich-
net. Erst im Jahr 1994 entdeckten Yuan Chang und Kollegen das infektiose Agens, welches
fur die Entstehung des Kaposisarkoms verantwortlich war: Bei der Untersuchung von Kapo-
sisarkom-Gewebe wurden darin DNA Sequenzen identifiziert, welche Homologien zu zwei
onkogenen y-Herpesviren, dem Epstein-Barr-Virus und Herpesvirus saimirii (HVS), aufwie-
sen. Inzwischen gilt der Zusammenhang zwischen KSHV und KS als gesichert'®’. Die Se-
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quenz des viralen Genoms ist bekannt™“, und die Assoziation mit zwei weiteren lympho-

proliferativen  Erkrankungen, dem Primaren Effusionslymphom (PEL) wund der

Multizentrischen Castleman Erkrankung (MCD), konnte bestétigt werden®>'%,

2.2.2 KSHYV assoziierte Erkrankungen

Unter den KSHYV assoziierten Tumoren ist das Kaposisarkom das relevanteste. Dabei wer-
den vier klinische Varianten unterschieden: Klassisches, endemisches, iatroge-

nes/immunsuppressives und epidemisches/AIDS-assoziiertes Kaposisarkom.
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Die von Moritz Kaposi beschriebene Erkrankung entspricht dabei der heute als klassisches
Kaposisarkom bezeichneten Variante. Es handelt sich dabei in erster Linie um eine Hauter-
krankung, welche normalerweise daltere Manner aus dem Mittelmeerraum oder Osteuropa
betrifft. Sie ist gekennzeichnet durch das Auftreten von rétlich-violett-braunen Flecken, nor-
malerweise an den unteren Extremitaten. Bleiben diese unbehandelt, so kbnnen sie sich zu

erhobenen, braunlichen, konfluenten Lasionen auswachsen®.

In weiten Teilen Afrikas ist das Kaposisarkom sehr verbreitet. Die HHV-8 Seropravalenz unter
Erwachsenen reicht dort von 22% in Zentralafrika Uber 48% in Sambia bis hin zu sehr hohen
Raten zwischen 76% und 87% im Kongo und in Botswana®®®®%®, Man spricht dabei von dem
endemischen afrikanischen Kaposisarkom. Das Krankheitsbild kann dabei dem klassischen
Kaposisarkom ahneln, es sind aber auch aggressive, lymphadenopathische Kaposisarkome

bekannt. Diese betreffen vor allem Kinder”.

Organempfanger und andere Patienten unter immunsuppressiver Therapie besitzen ein er-
hohtes Risiko, ein Kaposisarkom zu entwickeln **°*°*. Dieses iatrogene/immunsuppressive
Kaposisarkom ist aggressiver als die klassische Variante und betrifft auch Lymphknoten,
Schleimhéaute und die inneren Organe. Normalerweise heilt diese Erkrankung nach Absetzen

der immunsuppressiven Therapie vollstandig aus®.

Mit dem Auftreten der AIDS-Epidemien in den 80er Jahren bekam das Kaposisarkom eine
vollig neue Bedeutung: Im Juli 1981 wurde zum ersten Mal vom Auftreten von
Kaposisarkomen bei homosexuellen Mannern mit einer, bis dahin noch nicht als AIDS
bezeichneten, akuten Immundefizienz berichtet”. Dieses epidemische bzw. AIDS-
assoziiertes Kaposisarkom ist inzwischen eines der Hauptcharakteristika einer AIDS-
Erkrankung geworden. Die Haufigkeit von KS variiert dabei zwischen verschiedenen
Gruppen von AIDS-Patienten: 21% - 40% der Méanner, welche Sex mit Mannern haben,
entwickeln ein Kaposisarkom. Im Gegensatz dazu trifft dies lediglich bei 1,6% der
padiatrischen und bei 1% der hamophilen Patienten mit AIDS zu?’. Das Kaposisarkom kann
bei AIDS-Patienten unter Umstanden sehr aggressiv verlaufen. Die klinische Manifestation
aulert sich in braun-roten Hautflecken, welche sich in wenigen Tagen Uber den ganzen
Korper ausbreiten kdnnen und sich zu subkutanen Knoten und Tumoren ausweiten (Abb.
2 A). Oft sind die Schleimhaute, die Lymphknoten und innere Organe betroffen. Das
Kaposisarkom ist daher eine haufige Todesursache bei AIDS Patienten. Anders als bei
klassischen Krebserkrankungen, bei welchen die Tumoren durch die klonale Expansion
eines einzigen Zelltyps entstehen, ist das Kaposisarkom histologisch komplex®*"*1%"2 Es
besteht aus unterschiedlichen Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, infiltrierenden

inflammatorischen Zellen, Erythrozyten und typischerweise auch Spindelzellen®. Letztere
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haben ihren Namen von ihrem spindelférmigen Aussehen. Im spaten Stadium bestehen die
Lasionen des Kaposisarkoms zum grof3ten Teil aus Aggregaten dieser Zellen (Abb. 2 B).

Abb. 2: Kaposisarkom

(A) AlIDS-assoziiertes Kaposisarkom. Die Lasionen sind multifokal ber den Ricken des Patienten verteilt.
(B) Histopathologie eines nodularen Kaposisarkoms: Gut zu erkennen sind die typischen Aggregate von spindel-
formigen Zellen.

(Abbildungen: (A): http://visualsonline.cancer.gov, Public Domain; (B): Aus Gessain und Duprez, 2005%°)

Die zellulare Herkunft der Spindelzellen wurde lange Zeit diskutiert, da die Zellen in elektro-
nenmikroskopischen Studien und histologischen Untersuchungen Eigenschaften von Fibro-
blasten, Zellen der glatten Muskulatur, Myo-Fibroblasten, Endothelzellen und Monozy-
ten/Makrophagen besitzen®®. Durch Studien, welche auf Genexpressionsanalysen basierten,
vermutet man mittlerweile, dass diese neoplastischen KS-Zellen zu den Lymphatischen En-
dothelzellen (LECs) eng verwandt sind. KSHV infiziert aber auch die Endothelzellen der
BlutgefalRe (BECs) in vitro und in vivo und induziert deren Umdifferenzierung in LECs. Spin-
delzellen exprimieren daher Marker fiir LECs, und nur wenige Marker fiir BECs'*%#%%'3, |n
frihen Kaposisarkom-Lasionen sind nur ca. 10% aller Spindelzellen und Endothelzellen
KSHV positiv, was auf parakrine Effekte hindeutet®™. Im spéten Stadium sind es bereits 90%
der Zellen. Die KSHV-Infektion scheint also bei diesen Zellen zu einem Wachstumsvorteil zu

fuhren®.

Schon bald nach der Entdeckung von KSHYV in Kaposisarkomen wurde dieses Virus auch bei
einem relativ selten vorkommenden Lymphom, dem Primaren Effusionslymphom (PEL) bzw.
Body Cavity Based Lymphoma (BCBL) entdeckt*. PEL ist eine besondere Form des Non-

6


http://visualsonline.cancer.gov/

Einleitung

Hodgkin-Lymphoms und kommt haufig bei immungeschwéachten AIDS-Patienten vor. PEL tritt
normalerweise als Erguss in unterschiedlichen Kérperhohlen, z.B. Pleurahdhle, Herzbeutel
oder Bauchhohle auf. Es wurden aber auch feste PELs in Lymphknoten oder anderen
Organen beschrieben®. PEL ist ein aggressives und schnell fortschreitendes Lymphom. Die
durchschnittliche Uberlebenszeit fiir Patienten mit PEL betragt lediglich 2-6 Monate'>. Im
Gegensatz zu KS stammen die PEL-Zellen von klonal expandierten B-Zellen ab. PEL-Zellen
besitzen bereits hypermutierte Immunglobulin-Gene. Daher wird vermutet, dass sie von B-
Zellen abstammen, welche die Keimzentrumsreaktion bereits durchlaufen haben’. Sie
besitzen einen intermedidren Phanotyp zwischen Immunoblasten und Plasmazellen*'**,
Das B-Zell-spezifische Transkriptionsprogramm ist hochgradig gestért, was zu einem nicht-B,
nicht-T Phanotyp fuhrt. So fehlen z.B. B-Zell-typische Oberflachenantigene und die
Expression von Immunglobulinen (Ig) an der Zelloberflaiche®. Die EBV-negative, KSHV-

positive Zelllinie BCBL-1'" ist eine wichtige Modellzelllinie bei der Untersuchung von PEL.

Eine weitere KSHV-assoziierte Erkrankung ist eine Variante der Multizentrischen Castleman
Erkrankung (MCD). Diese geht haufig mit einem Kaposisarkom einher. Dieser Umstand be-
wegte Soulier und Kollegen dazu, in MCD-Geweben nach DNA von KSHV zu suchen. Diese
konnten sie dort auch gehauft nachweisen'®®. MCD ist eine aggressive lymphoproliferative
Erkrankung, welche durch krankhafte Schwellung der Lymphknoten und Anadmie charakteri-
siert ist. Viele Falle von MCD werden durch KSHV verursacht (ca. 50% in HIV-negativen Pa-
tienten); bei HIV-positiven Patienten trifft dies sogar in fast 100% aller Félle zu**®°. Die betei-
ligten B-Zellen sind dabei oft von polyklonaler Herkunft. Es sind aber auch Falle mit
monoklonaler B-Zell Expansion bekannt®*'®°. Auf histologischer Ebene expandieren dabei
die Keimzentren in den betroffenen Lymphknoten, und das Vaskularendothel beginnt zu
proliferieren. Bei der Entstehung der typischen Krankheitshilder spielt vermutlich die Deregu-
lierung von IL-6 eine Rolle. Daran ist moglicherweise auch das von KSHV kodierte IL-6 (vIL-
6) beteiligt'®.

2.2.3 Aufbau und Genom von KSHV

KSHV besitzt die fir Herpesviren typische Morphologie. Der Durchmesser der Viruscapside
betragt ca. 100 nm. In ihrem Inneren befindet sich ein elektronendichter Kern, welcher die
virale DNA enthélt. Einigen Viruspartikeln fehlt dieser Kern*’®. Die 3D-Struktur der Capside
zeigt ein ikosaedrisches Gitter, bestehend aus 12 Pentonen, 150 Hexonen und 320 Drei-
ecken. Die Proteine, aus welchen sich die Capside zusammensetzen heil3en: Major Capsid
Protein (MCP, ORF25), Triplex Monomer Protein (TMP, ORF62), Triplex Dimer Protein (TDP,
ORF26) und Small Viral Capsid Antigen (sVCA, ORF65)**°. Des Weiteren ist eine Protease
(ORF17) am Aufbau der Capside beteiligt. Diese stellt das funktionell am starksten konser-
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vierte Protein innerhalb der Familie Herpesviridae dar®®. Das Capsid ist von einem elek-
tronendichten Tegument umgeben, welches von einer doppelschichtigen Hiille umschlossen
wird*®, Einige Tegumentproteine werden unmittelbar nach dem Eindringen des Virus in das
Zellinnere abgegeben, und kénnen dort ihre Funktion entfalten. In der Virushille sind die
viralen Glykoproteine enthalten®*,

Das Genom von KSHV besteht aus ca. 140 kb doppelstrangiger DNA und liegt in den Virus-
capsiden in linearer Form vor. Dabei wird es an beiden Enden von zwei 20 bzw. 35 kb gro-
Ben Terminal Repeat-Sequenzen (TR) flankiert. Die einzelnen Wiederholungsabschnitte sind
je 801 bp lang und haben einen hohen GC-Gehalt'®?. W&hrend der Mitose ist das KSHV-
Genom Uber die Terminal Repeat-Sequenzen (TR) an die H1-Histone angeheftet. Diese Bin-
dung wird Uber das virale latente Protein LANA-1 (Latency Associated Nuclear Antigen,
ORF73) vermittelt. In den KSHV infizierten Zellen liegt das KSHVY Genom als geschlossenes,

zirkulares Episom im Zellkern vor”®.

Die lytische Replikation des Virusgenoms funktioniert Uber einen Rolling Circle Mechanis-
mus. Im Anschluss daran werden die Konkatemere in einzelne, lineare Virusgenome zer-
schnitten. Die dabei entstehenden DNA Molekile werden an beiden Seiten mit den TR-
Sequenzen versehen und in die Virionen verpackt'®®. Das KSHV-Genom enthalt mindestens
89 offene Leserahmen (ORFs, siehe Abb. 3). Gene, welche im Vergleich mit HVS (Herpesvi-
rus saimirii, dem Prototyp des y—Herpesvirus) konserviert sind, werden dabei von links nach
rechts mit der vorangestellten Bezeichnung ,ORF* durchnummeriert. Gene, welche spezi-
fisch fir KSHV sind, werden mit K1-K15 bezeichnet. Das KSHV-Genom kodiert fiir eine Rei-
he von Proteinen, welche an der viralen DNA-Synthese beteiligt sind. Dazu gehoren z.B.
eine DNA-Polymerase (ORF9), eine Thymidinkinase (ORF21), Ribonukleotid-Reduktasen
(ORF60 und ORF61), eine Thymidilat-Synthetase (ORF70) und eine Dihydrofolat-Reduktase
(ORF2)'®. KSHV hat im Laufe seiner Evolution eine ganze Reihe zellulérer regulatorischer
Gene in sein eigenes Repertoire Gbernommen, mit welchen es die Zelle beeinflussen kann.
Die meisten dieser Gene besitzen keine Introns, und es ist nicht klar, wie die zellularen
cDNA-Sequenzen in das Virusgenom gelangt sind™®. Unter diesen Genen befinden sich
Homologe des zellularen Komplementrezeptors (ORF4), drei Chemokine aus der CC-Familie
(ORF K4, ORF K 4.1, ORF K6), ein IL-6 Homolog (ORF K2), ein BCL-2 Homolog (ORF 16),
mehrere Homologe zu Interferon-Regulierenden Faktoren (z.B. ORF K9, ORF K10.5, vIRF-
2), ein D-Typ Cyclin (ORF72), ein virales FLICE-Inhibitorisches Protein (v-FLIP, ORF71 oder
ORF K13), ein G-Protein gekoppelter Rezeptor aus der CXC-Chemokin-Rezeptor-Familie
(ORF74) und ein transmembranes Adhasionsmolekiil (ORF K14)™°.
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Abb. 3: Schematische Karte des KSHV-Genoms ohne Terminal Repeats

Gezeigt sind ca. 136 kb des KSHV-Genoms, in welchem die viralen Proteine codiert sind. Die Orientierung der
ORFs ist durch die Pfeilrichtung angegeben. Das Expressionsmuster ist durch die unterschiedlichen Farben ver-
deutlicht. Im Bereich der latenten Gene sind die 12 bisher bekannten KSHV-kodierten miRNAs gezeigt. Nicht

gezeigt sind die Terminal Repeats und ein ca. 4 kb groRer, unsequenzierter Bereich am rechten Ende. (Abbildung

modifiziert nach Jenner et al., 2001'%")

In den meisten KSHV-infizierten Zellen liegt das Virus im latenten Zustand vor. Wahrend
dieser Infektionsphase werden bei allen KSHV-assoziierten Erkrankungen lediglich vier
Proteine exprimiert. Diese besitzen transformierende bzw. onkogene Wirkung, und durch sie
werden das Uberleben und die Proliferation der infizierten Zellen verstarkt. Es handelt sich
dabei um Kaposin (ORF K12), vFLIP (ORF71/K13), v-Cyclin (ORF72) und LANA (ORF 73),
welche nachfolgend kurz beschrieben werden:

Kaposin besitzt onkogenes Potential. Dies wurde durch Focus Formation Assays in Zellkultur
gezeigt. Die beobachteten morphologischen Anderungen werden dabei durch die Interaktion

von Kaposin mit Cytohesin-1 vermittelt*®

. Cytohesin-1 ist sowohl ein Guanin-Nukleotid
Austauschfaktor fur die GTPase ARF als auch ein Regulator der Zelladhasion. Wenn
Kaposin-transformierte Zellen in thymusfreie Mause injiziert wurden, so bildeten sich daraus

hoch-vaskularisierte, undifferenzierte Sarkome®®?

Bei vFLIP handelt es sich um das virale Homolog des zellularen FLICE-Inhibitorischen
Proteins'®. FLIPs interagieren mit dem Adaptorprotein FADD und verhindern die Aktivierung
der Protease FLICE durch den CD95 (Fas)-Todesrezeptor. Dadurch werden infizierte Zellen

vor Todesrezeptor-vermittelter Apoptose geschiitzt®*
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Das virale Cyclin (v-Cyclin) verhalt sich analog zu den zellularen D-Typ-Cyclinen. Es besitzt
die Fahigkeit, die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs) CDK4 und CDK6 zu aktivieren. Diese
kénnen daraufhin das Retinoblastom-Protein (pRb) phosphorylieren, welches dann den
Transkriptionsfaktor E2F freisetzt. E2F kann dadurch die Synthese der S-Phase-Gene
aktivieren, was bei den Zellen zum Ubertritt aus der G1-Phase in die S-Phase fuhrt®*, Im
Gegensatz zu zellularen Cyclin D/CDK6-Komplexen kénnen die Komplexe mit v-Cyclin nicht

durch die CDK-Inhibitoren p16™¢*?, p21“™* und p27"** inhibiert werden®.

Das Latenz-Assoziierte Nukleare Antigen (LANA) hat neben seiner wichtigsten Aufgabe,
namlich das virale Episom an die Chromosomen anzuheften und so dessen Segregation bei
der Zellteilung zu gewahrleisten, eine Reihe weiterer Funktionen: Zum Beispiel kann es mit
p53 und MDM2 einen Komplex bilden und dadurch die p53-vermittelte Apoptose verhindern.
Durch den MDM2-Inibitor Nutlin-3a wird dieser Komplex zerstért und die Fahigkeit zur
Apoptose wieder hergestellt’*'%. LANA kann auch das Retinoblastom-Protein inaktivieren
und dadurch den E2F-Transkriptionsfaktor freisetzen, was dazu fihrt, dass die Zellen in die
S-Phase eintreten*”®. LANA kann auBerdem als Transkriptionsfaktor wirken und eine Reihe
unterschiedlicher Promotoren aktivieren, unter anderem den der Telomerase, was die

Lebensdauer priméarer, LANA-exprimierender HUVEC-Zellen deutlich erhoht™#%*,

In PEL- und MCD-Zellen kann zuséatzlich wéhrend der latenten Phase auch noch die
Expression von drei weiteren viralen Proteinen, ORF K10.5, LANA-2 und VIRF3, beobachtet
werden®®?,

Vor Kurzem wurden in der Latenz-assoziierten Region von KSHV die Gene von zwolf pré-
miRNAs entdeckt, die fiir insgesamt 16 reife miRNAs kodieren (siehe 2.4.3.2)%1%%1% gje
werden alle wahrend der latenten Phase exprimiert. Einige davon werden wéahrend der
lytischen Phase hochreguliert. Es erscheint interessant, dass wéahrend der latenten Phase
nur wenige Proteine exprimiert werden, aber eine relativ groRe Anzahl konservierter
mMiRNAs. Dies lasst eine wichtige Funktion wahrend der latenten Infektionsphase vermuten

und bildete die Motivation zum Beginnen dieser Arbeit.

2.3 Micro-RNAs

2.3.1 Die Entdeckung von miRNAs und ihrer Funktion

Die Regulation der Translation bei Eukaryonten durch kleine Antisense-RNAs wurde das
erste Mal im Jahr 1993 entdeckt: Fur lin-4, das erste gefundene Mitglied der miRNA Familie,
konnte in C. elegans gezeigt werden, dass es durch Regulation des Gens lin-14 die

Larvenentwicklung dieses kleinen Fadenwurmes steuern kann'?®4'. Lin-4 ist eine kleine, 21
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Nukleotide lange RNA ohne kodierende Funktion. Sie wird in zwei Schritten aus einem
Vorlaufertranskript herausgeschnitten, welches aufgrund ihrer RNA-Sequenz die Fahigkeit
zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur besitzt. Mehrere Jahre lang wurde diese Entdeckung

fur eine Kuriositat gehalten, welche auf diesen Nematoden beschrénkt ist.

Im Jahr 1998 wurde jedoch ein wichtiger biologischer Prozess, die RNA-Interferenz (RNAI),
entdeckt’®. Diese brachte Andrew Fire und Craig Mello einige Jahre spater den Nobelpreis
ein. RNAI war dort als molekularer Mechanismus beschrieben worden, bei dem bestimmte
RNA-Moleklile die Spaltung von spezifischen mMRNAs mit perfekter Sequenz-
Komplementaritat induzierten. Dabei wurde den sogenannten siRNAs (short interfering
RNAs) eine Schliisselrolle zugesprochen®. Bei siRNAs handelt es sich um kleine RNAs,
welche in ihrer Struktur den miRNAs &hnlich sind. siRNA- und miRNA-induzierte Prozesse
sind sich in weiten Teilen sehr ahnlich. Beide nutzen zum groRBen Teil die gleichen

Biogenese-Wege und die gleichen Effektorproteine'®#,

Im Jahr 2000 wurde eine weitere miRNA, let-7, bei C. elegans gefunden'™®. Das
Bemerkenswerte dabei war, dass diese miRNA durch eine Reihe von Organismen, vom
Rundwurm bis zum Menschen, evolutionar konserviert war. Weitere miRNAs wurden bald
darauf in einer Reihe von Organismen, darunter Fliegen, Wirmern und Sdaugetieren,
identifiziert'>'?>1%%2’ Die enorme Bedeutung dieser kleinen RNAs wurde nach und nach
erkannt. Bis heute sind tausende von miRNAs und viele ihrer Ziel-Gene bekannt. Durch die
Kombination von unterschiedlichen Methoden, wie z.B. molekularen Klonierungen,
bioinformatischen Vorhersagen und Sequenzierungen, kommen standig neue hinzu. Es gibt
Schatzungen, dass im menschlichen Genom ca. 1000 miRNAs kodiert sind, welche

%130 - Fine offentliche

insgesamt etwa ein Drittel aller menschlichen Gene regulieren
Datenbank am britischen Sanger Institut (http://microrna.sanger.ac.uk) archiviert alle

bekannten miRNAs.

Mittlerweile wurden vielerlei Funktionen dieser kleinen RNAs beschrieben. So spielen
miRNAs wichtige Rollen bei der Embryogenese®. Sie sind beteiligt an der Entwicklung von

%8 sowie der Differenzierung von Stammzellen® und

Organen®, GliedmaRen® und Muskeln
T-Zellen™!. miRNAs wurden als Onkogene oder Tumorsuppressorgene bei einer Vielzahl von
Krebsarten beschrieben®. Des Weiteren besitzen sie wichtige Funktionen im
Immunsystem®, in der Zellzykluskontrolle®® und in vielen anderen biologischen
Stoffwechselwegen. Es ist bekannt, dass unterschiedliche Typen von Krebszellen
unterschiedliche miRNA-Expressionsprofile besitzen, welche als diagnostische Marker

27,140

herangezogen werden kdnnen . Da miRNAs an der Entstehung von Erkrankungen

beteiligt sind, werden sie auch als Ziele unterschiedlicher therapeutischer Ansétze diskutiert.
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Tatsachlich ist es mdglich, miRNAs durch komplementare Antagonisten sequenzspezifisch
zu blockieren. Mit dieser Methode gelang es im Mausmodell bereits, eine deregulierte

miRNA wieder zu normalisieren**®2°,

2.3.2 Die Biogenese und Wirkungsweise von miRNAs

Die Biogenese von miRNAs erfolgt in einer Reihe von Schritten ausgehend von einer
primaren miRNA (pri-miRNA), welche von der RNA-Polymerase |l oder Il transkribiert wird
(Abb. 4). miRNAs kénnen dabei auf allen Transkripten liegen. Die Mehrzahl (ca. 80%) liegt
bei Tieren allerdings einzeln oder gruppiert in den Introns von proteinkodierenden oder nicht-
kodierenden Genen®. Nach der Transkription wird die pra-miRNA aus der pri-miRNA
geschnitten. Erstere besitzt die fiir miRNAs typische Haarnadelstruktur*?® und wird, vermittelt
durch Exportin-5, aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Dort wird sie durch das
RNAse-IlI-Enzym Dicer, im Komplex mit einem Argonaut-Protein (Ago) und TRBP, zu einer
ca. 21 nt langen, doppelstrangigen miRNA prozessiert®>. An das Ago-Protein gebunden
gelangt einer der beiden Stréange schlief3lich in den RISC (RNA-induced silencing complex).
Der andere Strang wird abgebaut'®. Beim Menschen sind insgesamt 4 Argonaut-Proteine,
Ago 1-4, bekannt. Diese konnen bereits alleine die Proteinsynthese inhibieren, wenn sie

kiinstlich an die 3’'UTRs von mRNAs angeheftet werden'®’.

Die Funktion der miRNAs im RISC-Komplex besteht also darin, die Erkennung der Ziel-Gene
zu vermitteln. Die miRNAs von Pflanzen und einige tierische miRNAs erkennen die mRNAs
dabei durch nahezu vollstdandige Komplementaritdt zu ihren Bindestellen, was zu deren
Spaltung fuhrt. Die weitaus meisten miRNAs bei Tieren binden die mRNAs der Ziel-Gene
allerdings durch unvollstdndige Basenpaarungen in den untranslatierten Regionen am 3'-
Ende (3’'UTRs). Hierdurch wird eine posttranskriptionelle Inhibition induziert. Die Nukleotide
2-8 am 5‘-Ende der miRNA werden als ,Seed-Sequenz‘ bezeichnet. Sie sind meistens
vollstdndig komplementéar zu der Erkennungsstelle auf der mRNA und vermitteln, zusammen
mit etlichen Basenpaarungen am 3‘-Ende der miRNA, die Spezifitat der Zielgen-Erkennung®.
Es wurden auch einige Ausnahmen beschrieben, bei welchen andere Arten der Interaktion
stattfinden: z.B. miRNA Bindestellen in der kodierenden Sequenz bzw. der S UTR oder

unvollstandige SEED-Paarung*®*'%?%,

Die geringe GroRe der miRNAs und die
unvollstdndige Basenpaarung fuhren dazu, dass eine einzelne miRNA eine Vielzahl von
Transkripten regulieren kann®°. Andersherum kann eine einzelne mRNA von mehreren
MiRNAs reguliert werden. Aus diesem Grund sind Vorhersagen Uber miRNA-mRNA-

Interaktionen auch extrem schwierig.
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Abb. 4: Das aktuelle Modell fiir die Biogenese und Wirkung von miRNAs

Das priméare Transkript der miRNA (pri-miRNA) wird von den RNA Polymerasen RNAP |l oder RNAP Il abge-
schrieben. Dann wird sie durch den Microprocessor complex prozessiert. Der Microprocessor complex ist ein
Enzymkomplex im Zellkern und prozessiert das Primartransskript (pri-miRNA) zu der Haarnadelstruktur (préa-
miRNA). Der Enzymkomplex besteht aus dem RNA bindenden Protein DGCR8 (Pasha) und der RNase Il Dros-
ha. Pasha bindet die pri-miRNA, um sie fur die Prozessierung durch Drosha zu stabilisieren. Die Préa-miRNA wird
durch Exportin-5 aktiv in das Zytoplasma transportiert und interagiert dort mit dem RISC loading complex. Dieser
Komplex enthéalt Dicer, Ago und TRBP. Er katalysiert die Spaltung der pr&-miRNA in die reife miRNA, selektiert
den funktionellen miRNA Strang und Iadt die reife miRNA auf das AGO-Protein. Der Komplex aus Ago und der
mMiRNA dissoziiert vom RISC loading complex und wird zum zentralen Bestandteil des RISC-Komplexes (RISC=
RNA induced silencing complex), welcher die post-transkriptionelle Genrepression von spezifischen Ziel-Genen
reguliert.

Der genaue Mechanismus der Genstillegung durch RISC-miRNA Komplexe ist noch
Gegenstand intensiver Forschung. Von unterschiedlichen Forschergruppen wurden dabei
unterschiedliche Mechanismen aufgezeigt. So wurde z.B. demonstriert, dass Ago-Proteine
an die Cap-Struktur der mRNAs binden kdnnen und somit die Initiation der Translation

inhibieren®112.168

Des Weiteren scheint die Destabilisierung der mRNAs nach neueren Erkenntnissen eine
bemerkenswerte Rolle bei der Regulation zu spielen, auch wenn die Degradation von

MRNAs in den ersten Studien zur miRNA-Funktion als von eher zweitrangiger Bedeutung
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abgetan worden war. Viele mRNAs werden durch miRNA induzierte Effekte schneller

degradiert®*®.

Es wurde auch gezeigt, dass miRNAs die Akkumulation von regulierten mRNASs in
sogenannten ,P-Bodies* induzieren®®’. P-Bodies sind diskrete zellulare Aggregate, in
welchen mRNAs gespeichert oder abgebaut werden kénnen'®*. Der Abbau ist eng gekoppelt
an die Deadenylierung und die Entfernung der Cap-Struktur'”***. Dort akkumulierte mRNAs

kénnen unter Umsténden auch wieder freigesetzt werden und aktiv sein®.

Bis heute ist allerdings noch nicht klar, wie viel jeder dieser Mechanismen zur miRNA

induzierten Genstilllegung beitragt und wie sie im Einzelnen reguliert werden.

2.3.3 Methoden der Identifizierung von miRNAs und ihrer Ziel-Gene

Die meisten miRNAs wurden urspringlich durch Klonierung und Sequenzierung entdeckt.
Die Informatik wurde dabei meist nur benutzt, um zu testen, ob klonierte Sequenzen eine
Haarnadelstruktur ausbilden kénnen®. Diese Methoden waren allerdings ungeeignet, um
mMiRNAs mit geringer Abundanz oder gewebespezifischer Expression zu entdecken. Im Lauf
der Zeit wurden daher etliche bioinformatische Ansatze entwickelt, welche die Entdeckung
von mMRNAs in silico ermoéglichen. Die meisten Algorithmen beruhen dabei auf ,Maschinellem
Lernen®. Das bedeutet, dass bekannte miRNAs benutzt werden, um Computer zu trainieren.
Die meisten Haarnadelstrukturen im Genom sind zufélliger Natur. Daher werden als
Unterscheidungsmerkmale Eigenschaften wie die Lange der Haarnadeln, die GrofRe der
Loop-Strukturen, die thermodynamische Stabilitdt, Basenpaarungen und die Lage der reifen
miRNA innerhalb der pra-miRNAs herangezogen. Auch die Konservierung der miRNA
Sequenz zwischen verschiedenen Spezies ist ein wichtiges Kriterium?'. Die Algorithmen,
welche zur ldentifizierung von miRNAs entwickelt wurden, stehen meist im Internet frei zur
Verfiigung. Programme die dabei erfolgreich benutzt werden sind z.B. miRseeker'®,

MirScan®®**%¢ oder PalGrade®®.

Fur die Identifizierung bzw. Bestatigung von miRNAs wurden auch eine Reihe experimentel-
ler Methoden entwickelt. Einer der Erfolgreichsten ist dabei die zuféllige Klonierung von gro-
Renfraktionierter RNA und die anschlieBende Sequenzierung. Die Hybridisierung mittels
Northern Blots und real-time PCR basierte Methoden wurden ebenfalls erfolgreich einge-
setzt, um bioinformatisch vorhergesagte miRNAs zu validieren oder um bekannte miRNAs zu
detektieren und zu quantifizieren*®*'®. Auch miRNA-Microarrays stellen inzwischen eine
effektive, sensitive und spezifische Mdglichkeit dar, um die Expression von miRNAs im

Hochdurchsatz zu untersuchen®16:129.135193
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Auch fur die Zielgene von miRNAs wird versucht, mittels bioinformatischer Algorithmen
Vorhersagen zu treffen. Es stellte sich heraus, dass dies bedeutend schwieriger als das
bloRRe ,Finden“ von miRNAs ist. Dies hat mehrere Griinde: Zum einen ist fir die Wirkung von
MiRNAs bei Tieren nur eine unvollstandige Bindung der miRNA an die mRNA erforderlich,
was die Vorhersage von Bindestellen betrachtlich erschwert. Zum anderen gibt es bisher zu
wenige bestatigte miRNA-Ziel-Gene, welche fir das Training bei maschinellen
Lernprozessen herangezogen werden konnten. Au3erdem ist die Validierung der Ziel-Gene
experimentell aufwendig, und bisher ist keine anwendbare Hochdurchsatz-Methode
bekannt'®!. Algorithmen, welche zum Zweck der Identifizierung von Ziel-Genen entwickelt
wurden, beruhen auf bestimmten Charakteristika der miRNAs und ihrer Bindungsstellen.
Das Wichtigste ist dabei nach wie vor die obligatorische Seed-Region, welche ja in den
meisten Fallen eine vollstdndige Komplementaritat zu der Bindestelle in der 3’'UTR des Ziel-
Genes aufweist. Eine Computeranalyse von konservierten miRNA-Bindestellen ergab
auRerdem, dass die Seed-Region oft von Adenosinen flankiert wird™°. Durch starke
Paarungen am 3-Ende der miRNA konnen aber auch nicht-perfekte Seed-Paarungen
kompensiert werden, und auch die Ausbildung von G:U-Basenpaarungen ist moglich®.
AulRerdem muss die Bindung eine ausreichende thermodynamische Stabilitat aufweisen.
Einige Algorithmen beziehen auch die evolutiondre Konservierung der Bindestellen mit ein.
Die Programme, welche der Vorhersage von Ziel-Genen dienen, sind ebenfalls im Internet
frei verfligbar. Der Algorithmus RNAhybrid'® sagt Bindestellen einer kurzen RNA an eine
lange RNA voraus und bezieht sich dabei in erster Linie auf die freie Bindungsenergie.
Algorithmen wie MiRanda® oder TargetScan'®* beziehen alle oben genannten Kriterien mit
ein. Der Algorithmus PicTar®**'® bezieht zusétzlich noch ontologische Informationen, z.B. die
gleichzeitige Expression von miRNA und Ziel-Gen, in die Vorhersagen mit ein. Ein weiterer
entscheidender Faktor ist aber auch die Sekundarstruktur der mRNA: Die Bindestelle und
ihre  Umgebung muss thermodynamisch ausreichend instabil sein, damit sich dort
vorhandene Sekundérstrukturen zu Gunsten der miRNA Bindung auflésen kénnen'®. Der
Algorithmus PITA™ beriicksichtigt dies und arbeitet mit AAG-Werten, also den Differenzen
der verlorenen freien Energie durch Auflosung der Sekundarstruktur und der durch die

mMiRNA Bindung gewonnenen freien Energie.

Besonders wichtig ist aber die experimentelle Bestéatigung von miRNA-mRNA Wechselwir-
kungen. Die aktuell verwendeten Methoden sind bisher immer noch extrem zeit- und arbeits-
intensiv. Bewahrt haben sich z.B. Reportergenanalysen, bei welchen eine zu untersuchende
3’'UTR mit einem Reportergen fusioniert wird und die Auswirkung der miRNA-Expression
untersucht wird. Inhibitoren der miRNAs (AntagomiRs), oder die Verwendung von dsRNAs,
welche die Funktion der miRNAs imitieren (mimics) ergénzen diese Ansatze. Mutationsstu-
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dien (an miRNAs oder ihren Bindungsstellen) untermauern die Befunde. Aber auch klassi-
sche genetische Methoden und Techniken, wie z.B. die Herstellung von miRNA-Knockout-

Mutanten und phanotypische Untersuchungen, kommen zum Einsatz.

2.4 Herpesvirale Micro-RNAs

Einige Jahre nach der Entdeckung von miRNAs und ihrer Funktion in Pflanzen und Tieren
wurden die ersten viralen miRNAs im Jahr 2004'°® in Herpesviren entdeckt. Bis heute wur-
den mit Hilfe von bioinformatischen Methoden und Klonierungsstrategien tber 140 miRNAs
in Vertretern aller drei Herpes-Unterfamilien entdeckt®®. Der Vorteil, den Viren aus der Nut-
zung Kleiner, nicht-kodierender RNAs haben, liegt auf der Hand: Der Zellstoffwechsel kann in
einer fur das Virus vorteilhaften Weise beeinflusst werden, ohne dass dazu Proteine ge-
braucht werden, welche die Immunantwort induzieren wirden. Bis heute weil3 man dennoch
relativ wenig Uber Ziel-Gene flr herpesvirale miRNAs, und die Funktion der meisten viralen
miRNAs ist immer noch unbekannt®. Der folgende Abschnitt soll die Entdeckungen der letz-

ten Jahre auf diesem Gebiet kurz zusammenfassen.

2.4.1 miRNAs bei Alphaherpesviren

Innerhalb der Alphaherpesviren wurden miRNAs bei den Herpes-simplex Viren HSV-1 und
HSV-2, sowie den fur Huhner pathogenen Marek’s-Disease Viren (MDV-1 und MDV-2)
entdeckt *°*°%%7 Am besten erforscht sind dabei die miRNAs, welche auf dem Latenz-
Assoziierten Transkript (LAT) von HSV-1 liegen. Wéhrend der Latenz wird vom HSV-1-
Genom hauptséchlich diese RNA transkribiert, welche zwar mit einer Cap-Struktur und
einem Poly-A Schwanz versehen wird aber augenscheinlich fir kein virales Protein
kodiert?®®*. Fir zwei der LAT-kodierten miRNAs wurde gezeigt, dass sie die viralen Proteine
ICPO bzw. ICP4 regulieren, welche als Aktivatoren der lytischen Infektionsphase beschrieben

wurden®”%2

. Daher wurde postuliert, dass diese miRNAs an der Aufrechterhaltung der
latenten Phase in HSV-1 infizierten Neuronen beteiligt ist?®’. Trotz intensiver Suche konnten

bisher keine miRNAs bei dem Varicella-Zoster Virus (VZV) entdeckt werden®”’.

2.4.2 miRNAs bei Betaherpesviren

Durch mehrere Studien wurden miRNAs auch bei den Betaherpesviren entdeckt. So wurden
bei dem humanen Cytomegalievirus (HCMV) bisher 11 miRNAs entdeckt. Im Gegensatz zu
den anderen Herpesviren, bei welchen die miRNAs oft als Cluster in Latenz-assoziierten
Regionen gruppiert sind, sind die miRNAs bei HCMV ber das ganze Genom verteilt und

liegen dabei auf den komplementaren Strangen von bekannten ORFs, in Bereichen
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zwischen den Genen oder in einem Intron %% \on den HCMV-kodierten miRNAs ist die
Funktion von bisher erst einer, miR-UL112, experimentell untersucht. Interessanterweise
kann diese miRNA sowohl zelluldre als auch virale Transkripte regulieren. So wird z.B. das
zellulare Gen MICB (Major Histocompatibility Complex Class | Related Chain B), ein NK-Zell-
Ligand welcher an der Immunantwort auf virale Infektionen beteiligt ist, durch diese miRNA

19 Erstaunlicherweise ist diese Interaktion funktionell konserviert, denn

herunterreguliert
dieses Gen wird auch von miRNAs von EBV und KSHV reguliert, obwohl die beteiligten
miRNAs untereinander keinerlei Sequenzhomologien zeigen®*. Ein virales Ziel-Gen fiir miR-
UL112 ist z.B. der Transaktivator IE72. Diese Interaktion erleichtert dem Virus

moglicherweise den Ubergang von der lytischen in die latente Phase®*'*,

Der murine Cytomegalievirus (MCMV) dient seit langem als wichtiges Tiermodell fir HCMV-
Infektion und Pathogenese. Durch zwei Studien wurde auch hier eine ganze Reihe
viruskodierter miRNAs (bisher 18 Pra-miRNAs) entdeckt***°. Die miRNAs von HCMV und
MCMV sind beztglich ihrer Sequenzen und ihrer Lage im Genom nicht konserviert. Auch sie
sind Uber das Genom verstreut. MCMV-miRNAs werden entweder einzeln oder in kleinen

Gruppen (bis zu vier pra-miRNAS) transkribiert.

Weitere als die hier genannten Funktionen der miRNAs sind noch voéllig unbekannt.
Bemerkenswert ist der Befund, dass virale miRNAs sowohl bei HCMV als auch bei MCMV
bereits kurze Zeit nach der Infektion einen groRen Anteil an der Gesamtheit aller miRNAs in
der Zelle haben kdénnen. Bis zu 61% aller miRNAs in MCMV infizierten NIH-3T3-Fibroblasten
72 Stunden nach der Infektion sind viraler Herkunft>®.

In den Betaherpesviren HHV-6 und HHV-7 wurden bisher noch keine miRNAs vorhergesagt

oder entdeckt®.

2.4.3 miRNAs bei Gammaherpesviren

2.4.3.1 Die miRNAs von EBV

Die ersten viralen miRNAs wurden in Gammaherpesviren entdeckt: Durch Klonierung und
anschlieende Sequenzierung kleiner RNAs aus einer latent EBV-infizierten B-Zelllinie
wurden zunéchst insgesamt 5 pra-miRNAs entdeckt, welche in zwei genomischen Regionen
gruppiert sind'®®: Eine Gruppe befindet sich in der mRNA des BHRF1-Genes und umfasst die
mMiRNAs miR-BHRF1-1, -2 und -3. Die anderen, miR-BART1 und miR-BART2, befinden sich
in einer intronischen Region der BART-Transkriptfamilie. lhre Funktion ist bisher weitest-
gehend unbekannt**. Firr die erste Studie wurde der Virusstamm B95-8 verwendet, welcher
eine grof3e Deletion im Bereich der BART-Transkripte enthalt. Spatere Studien entdeckten

weitere 18 pra-miRNAs, miR-BART3 — miR-BART20, welche aufgrund dieser Deletion im
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Stamm B95-8 fehlen*®*°. Durch Deep Sequencing-Strategien wurden spéater nochmals zwei
weitere miRNAs, miR-BART21 und miR-BART22, in Isolaten eines Nasopharyngealen

Karzinoms (NPC) gefunden®?

. Wie auch bei anderen Viren ist bei EBV nur wenig Uber die
Funktion der miRNAs bekannt. Es wurde aber gezeigt, dass drei der miRNAs das virale
latente Membranprotein (LMP1) herunterregulieren®*®. LMP1 ist ein onkogenes Protein,
welches bei den meisten EBV-assoziierten Erkrankungen exprimiert wird und durch
Interaktion mit einer Vielzahl von zelluldaren Signalwegen die Transformation der Zellen
induziert**®. Da die Uberexpression von LMP1 Apoptose induzieren kann, postulierten die
Autoren einen Mechanismus, bei dem die miRNAs einer Uberexpression von LMP1
entgegenwirken, wodurch die Apoptose der infizierten Zellen verhindert wird. In der Tat flhrte
die Expression der entsprechenden miRNAs in LMP1l-exprimierenden Zellen zur
Abschwéchung von Cisplatin-induzierter Apoptose. Des Weiteren wird die virale DNA-
Polymerase BALF5, zu deren 3’'UTR die miRNA miR-BART?2 eine vollstandig komplementéare
Sequenz besitzt, durch eben diese miRNA reguliert®. Weitere Transkripte, fiir die eine
Regulation durch EBV-miRNAs gezeigt werden konnte, sind das auf T-Zellen wirkende
Chemokin CXCL-11, der p53-regulierte Apoptose-Modulator (PUMA), und der Immunligand

MICB. In allen drei Fallen wurde eine immunmodulatorische Wirkung postuliert*®%+2¢,

2.4.3.2 Die miRNAs von KSHV

Bald nach den miRNAs in EBV wurden auch bei KSHVY miRNAs entdeckt. Diese wurden
nahezu gleichzeitig von drei unabhangigen Gruppen beschrieben®'%>'#_Eine der miRNAs,
miRK12-12 wurde spéter als die anderen entdeckt®. Insgesamt wurden bei KSHV bisher 12
pra-miRNAs gefunden, welche alle in der Latenz-Assoziierten Region liegen (Abb. 5 A). Von
diesen liegen 10 in einem intronischen Bereich zwischen den Leserahmen ORF K12
(Kaposin) und ORF 71 (VFLIP). Zwei weitere liegen in der kodierenden Region des Kaposin-
Gens, beziehungsweise in dessen 3-UTR. Zwei unabhangige Studien identifizierten drei
Uberlappende Transkripte, welche ausgehend von zwei latenten Promotoren transkribiert
werden. Diese enthalten alle sowohl die 10 intronischen, als auch die zwei weiteren miRNAs.
Ein vierter, lytischer Promotor befindet sich vor dem Kaposin-Gen. Das Transkript, welches
ausgehend von diesem Promotor abgeschrieben wird, beinhaltet neben den unterschiedlich-
en Kaposin Varianten die zwei assoziierten miRNAs*'**. Die reifen miRNAs kénnen dabei
entweder vom 5‘-Strang, vom 3'-Strang oder von beiden Strdngen des Stammes der
Haarnadelstruktur prozessiert werden (Abb. 5 B). Die miRNAs werden dabei mit ,miRK12“,
gefolgt von einer fortlaufenden Nummer, bezeichnet (z.B. miRK12-1). Wenn zwischen
maturen miRNAs aus dem 3‘- bzw. 5'-Strang unterschieden werden muss, so geschieht dies

durch die nachgestellten Bezeichnungen ,5p“ bzw. ,3p*“.
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Abb. 5: Die miRNAs von KSHV

(A) Die Latenz assoziierte Region von KSHV (schwarz) enthalt neben den latenten Genen auch eine Reihe von
miRNAs (orange). Die intronischen und zwei weitere miRNAs kdnnen dabei von insgesamt drei Transkripten
abstammen, welche von zwei latenten Promotoren (hellblaue Pfeile) abgeschrieben werden. Vor dem Kaposin-
Gen befindet sich ein weiterer, lytischer Promotor (dunkelblau), welcher neben Kaposin auch die zwei nicht-
intronischen miRNAs reguliert (Abbildung modifiziert nach Cai und Cullen, 2006 *®).

(B) Die pra-miRNAs von KSHYV falten sich, wie alle miRNAs, zu Haarnadelstrukturen. Reife miRNAs, welche aus
dem 5‘-Strang des Stammes prozessiert werden, sind rot, die aus dem 3 Strang sind blau gezeichnet. Die Haar-

nadelstrukturen wurden mit Hilfe des M-Fold Algorithmus berechnet™”.
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Insgesamt sind bisher 16 reife miRNAs von KSHV bekannt®*®’. Die meisten dieser miRNAs
sind zwischen den verschiedenen Virusstimmen hochkonserviert**?°?, Als die vorliegende
Studie begonnen wurde, war noch nichts Uber die Funktion dieser kleinen RNAs bei KSHV
bekannt. In der Zwischenzeit konnten einige Gene identifiziert werden, welche durch sie

reguliert werden.

Die meisten wurden dabei aufgrund der Tatsache gefunden, dass eine der miRNAs, miRK12-
11, ortholog zu der zellularen miRNA hsa-miR-155 ist®**’. Diese miRNA ist in verschiedenen
B-Zelllymphomen hochreguliert, und die transgene Expression in Mausen induziert B-Zell-
Tumore®2. Die Expression von hsa-miR-155 wird in aktivierten B-Zellen, T-Zellen und

92157209 Earner ist bekannt, dass hsa-miR-155 knock-out-Mause

Makrophagen induziert
gestdrte Immunfunktionen besitzen'®*?°®, Interessanterweise ist diese miRNA auch in EBV-
infizierten Zellen hochreguliert79. Gottwein et al. identifizierten in ihrer Studie 12 Gene, die
sowohl von hsa-miR-155 als auch von KSHV-miRK12-11 reguliert werden. Darunter
befanden sich etliche mit bekannten Funktionen, z.B. ein Regulator des B-Zellrezeptors
(SLA), Faktoren des angeborenen Immunsystems (PIK3CA, IKBKE, FOS), pro-apoptotische
Gene (BIRC4BP/XAF1), ein Zellzyklus-Regulator (FOS) und Transkriptionsfaktoren (BACHL1,

FOS, HIVEP2).

Einige weitere Studien fanden Thrombospondin (THBS1)™, BCLAF1?**, LDOC und
PHF17"’, deren Genprodukte sich verschiedenen Funktionen bei der Tumorentstehung
zuordnen lassen, sowie einige weitere. An diesem Punkt ist noch vollig unklar, welche der
regulatorischen Ereignisse, die durch KSHV-miRNAs induziert werden, dem Virus einen
Replikationsvorteil bieten. Einzelne Effekte, welche durch miRNAs vermittelt werden, sind oft
nicht besonders stark. Aber in der Summe, durch die Regulation einer Vielzahl von Genen,
erfullen die miRNAs moglicherweise wichtige Funktionen. Ziel dieser Studie ist es also in
erster Linie, moglichst viele Ziel-Gene fur KSHV-kodierte miRNAs zu finden. Diese sollen,
falls moglich, einer biologischen Rolle zugeordnet werden, um der Aufklarung der Funktion

dieser faszinierenden kleinen RNAs ein Stiick naher zu kommen.

20



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate

ABI Prism 7000, Applied Biosystems

BD FACS Canto, Becton Dickinson

Bioanalyzer, Agilent

Cryo 1°C Einfriercontainer, Nalgene Nunc
Dampfsterilisator, LTA 1x2x3, Zirbus Technology
Eppendorf Tischzentrifuge, Eppendorf
Filmentwickler Optimax, TR MS Laborgerate
FLA300 Fluoimager, Fujifilm
Geldokumentationssystem, Eagle Eye and RH2, Herolab
Kammern fir Agarosegelektrophorese, Peqglab
Kuhlschrank (4°C), Liebherr

Kuhlzentrifuge 6K15, Sigma

Light Cycler 2.0, Roche

Magnetriihrer mit Heizplatte, Janke & Kunkel
Mikrowelle, AEG

Multi-Plattenlesegerat Fluostar, BMG-Labtech
Nasstransfersystem, Protean Il, Biorad
Neubauer Zéahlkammer, Paul Marienfeld

PCR Thermocycler, Applied Biosystems

pH Meter, WTW

Pipettierhilfe, Accu-Jet Pro, Brand

Pipette, Pipetman 2, 10, 20, 200, 1000ul, Gilson
Polyacrylamidgelelektrophorese System, Protean Il, Biorad
Real Time PCR-Gerat, Light Cycler Il
Spannungsquelle fur die Elektophorese, Biorad
Spektrophotometer, Biochrom

Sterilbank, BDK

Tiefkuhlschrank (-20°) Liebherr

Tiefkuhltruhe (-80°C) Forma Scientific, Inc., Marietta
UV-Transilluminator, LKB

UV-VIS Photometer, Nanodrop ND-1000, Peqglab
Vortex Mixer, IKA Labortechnik

Wasserbad, Julabo

Foster City, USA

Franklin Lakes, USA
Boblingen, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland
Bad Grund/Harz, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Disseldorf, Deutschland
Wiesloch, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Ochsenhausen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Staufen, Deutschland

Berlin, Deutschland
Offenburg, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Lauda, Deutschland

Foster City, USA

Weilheim, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Middleton, USA

Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim
Mannheim, Deutschland
Berlin, Deutschland
Sonnenbihl-Genkingen, Deutschland
Ochsenhausen, Deutschland
Ohio, USA

Freiburg, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Staufen, Deutschland

Selbach, Deutschland
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Zellkulturinkubatoren Forma Scientific, Inc., Marietta

Zentrifuge Heraeus Multifuge 1, Thermo Scientific

3.1.2 Software

AbiPrism7000 Software, Applied Biosystems

AIDA Image Analysis software v.4

AssayDesignCenter (www.universalprobelibrary.com), Roche

BD FACS Diva, Becton Dickinson

DAVID Datenbank, Frederick Institute, http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
Light Cycler 2.0 Software, Roche

PITA microRNA prediction tool™ http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/

QuikChange® Primer Design Program
(http://www.stratagene.com/gcprimerdesign), Stratagene

3.1.3 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol, Roth

10x Oligo Annealing Buffer, Invitrogen
3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Merck
6xXDNA Ladepuffer, Fermentas

Agarose fur Elektrophorese, Invitrogen
Ammoniumperoxodisulfat, Roth

Ampicillin Natriumsalz, Roth
Annexin-V-Allophycocyanin, BD Biosciences
Agqua ad injectabilia, Braun

Bacto Agar, Gibco BRL

Bacto Trypton, Gibco BRL

Bacto Yeast Extract, Gibco BRL

Blasticidin S HCI, Invitrogen

Bovines Serum Albumin (BSA), Roth
Bromphenolblau, Sigma Aldrich
Chloramphenicol, Sigma Aldrich
Chloroform, Roth

Coomassie Brilliant Blau R-250, Merck
D(+)-Glucose-Monohydrat, Roth

DC Protein Assay, BioRad

Dialysiertes fotales Kalberserum, Sigma-Aldrich

Ohio, USA

Bonn, Deutschland

Foster City, USA
Straubenhardt, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Franklin Lakes, USA
Frederick, USA

Mannheim, Deutschland
Rehovot, Israel

La Jolla, USA

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
St. Leon-Rot, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Le Pont-de-Claix, Frankreich
Melsungen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Minchen, Deutschland
Munchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Mannheim, Deutschland

Minchen, Deutschland
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Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck

DMSO, Roth

dNTP-Mix, Roche

Dodecylsulfat Natriumsalz, Roth

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzl6sung, Invitrogen
ECL Chemilumineszenz System, Pierce
Essigséaure, Eisessig, Roth

Ethanol, absolute (EtOH), Roth
Ethidiumbromidlésung (10mg/ml), Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Roth
FastStart DNA MasterPlus SYBR Green |, Roche
Fotales Kalberserum, Gibco BRL

Formaldehyd (37%), Roth

Formamid, Roth

Fotales Kalberserum, Gibco-BRL

FuGene6 Transfektionsreagenz, Roche
Gelladepuffer, 10x, Fermentas

Geneticin (G418), Roth

Glycerol, Roth

Glycin, Sigma-Aldrich

Hexanukleotid Random-Primer-Mix, Promega
Isopropanol, Roth

Kalium Hydroxid Platzchen, Roth

Kanamycin Sulfat, Roth

L-Glutamin-L6sung (200mM), Gibco-BRL
Lipofectamin 2000, Invitrogen
Magnesiumchlorid, Roth

Methanol, Roth

Milchpulver, Roth

N,N,N‘,N*-Tetramethylendiamin (TEMED), Roth
Natriumacetat, Roth

Natriumazid, Serva

Natriumchlorid, Roth

Natriumpyruvat, Sigma Aldrich

Nichtessentielle Aminosauren (NEAA, 100x), Gibco-BRL
Penicillin-Streptomycin-L6sung (100x), Gibco-BRL
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Roth

Propidiumjodid, Sigma-Aldrich

Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Rockford, USA

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Mannheim, Deutschland

St. Leon-Rot, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Madison, USA

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Minchen, Deutschland
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Protease Inhibitor, Complete, Mini, EDTA-frei, Roche
Qiazol, Qiagen

Rotiphoresegel 30 (37,5:1) Acrylamid/Bisacrylamid, Roth
Salzsaure, Roth

Staurosporin, Sigma-Aldrich

Tris-HCL, Roth

Triton X-100, Roth

Trizol-Reagenz, Invitrogen

ULTRAhyb-Oligo Solution, Ambion

Trypanblau, Farbelésung 0,4%, Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (10x), Gibco-BRL

Tween 20, Roth

Universal Probe Library, TagMan Sonden, Roche
ViraPower lentiviral Packaging-Mix, Invitrogen
Zellkulturmedium D-MEM, Gibco-BRL

Zellkulturmedium ,Endothelial cell growth medium®, Promocell
Zellkulturmedium Opti-MEM, Gibco-BRL
Zellkulturmedium RPMI1640, Gibco-BRL

B-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich

3.1.4 Verbrauchsmaterial

Cryo-Réhrchen, Nunc

Falcon-Réhrchen, Nunc

GeneChip Human Gene 1.0 ST Arrays, Affymetrix
Glaswaren (Flaschen, Kolben u.s.w.) Duran, Schott
Nitrocellulose, Schleicher und Schiill
Petrischalen, Greiner Bio One
Pierce-Zentrifugenréhrchen, Fisher Scientific
Pipettenspitzen, Fa. Peske GmbH & Co.KG
Protein-G-Sepharose-Kugelchen, GE Healthcare
Reaktionsgefalle, Eppendorf

Rontgenfilm SuperRX, Fujifilm

Serologische Pipetten, Sarstedt

Sterilfiler 0,22 und 0,45 pm, Millipore

Zellkulturschalen- / flaschen, Nunc

Mannheim, Deutschland
Hilden, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Austin, USA

Munchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Munchen, Deutschland

Langenselbold, Deutschland
Langenselbold, Deutschland
Santa Clara, USA

Mainz, Deutschland

Dassel, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Aindlingen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Disseldorf, Deutschland
Nimbrecht, Deutschland
Billerica, USA

Langenselbold, Deutschland
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3.1.5 Zelllinien

Name
BCBL-1
DG-75

EaHy 926

Flp-In T-REx-293
HEK 293
HEK 293FT

HUVEC, primar

Gewebe
Primares Effusions Lymphom *™®
20,77

B-Lymphocyte, Burkitt's Lymphom Zelllinie

Fusion von HUVEC mit der humanen Lungenkar-

zinomzelllinie A594 ®

HEK-293 Zelle (Tet-Repressor und FRT-site)
Humane Embryonale Nierenzelle
Modifizierte HEK-293 Zelle (T-Antigen)

Primare, Humane Nabelschnurendothelzellen

3.1.6 Bakterienstamme

DB3.1
DH10B
DH5a

XL1-blue

3.1.7 Plasmide

pGEM-T
pDONR207

pLP1

pLP2

pLP/VSVG
pLENTI6/V5-DEST
pLENTI6/V5-eGFP
pLENTI6/V5-10/12
pLENTI6/V5-1-12
pSicheck2
pSicheck2-DEST
pcDNAS/FRT/TO
pcDNA miRK10/12
pcDNA

pcDNA miRK3(5p)

pcDNA miRK4

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Stratagene, La Jolla, USA

Promega, Madison, USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Herkunft
Don Ganem, UCSF, San Francisco, USA
ATCC (CRL-2625)

Paivi Ojala, Helsinki, Finnland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
ATCC (CRL-1573)
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Promocell, Heidelberg, Deutschland

Oliver Rossmann, Klinikum Innenstadt, LMU, Miinchen, Deutschland

Diese Studie

Diese Studie

Promega, Madison, USA

Diese Studie

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Diese Studie

Diese Studie

Diese Studie

Diese Studie
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3.1.8 Oligonukleotide (5° — 3°)

3.1.8.1 DNA-Oligonukleotide

Externe Primer fur Gateway-Klonierungen

Name
attB1 external for

attB2 external rev

Primer fur die Klonierung der miRNAs
Name
KSHV miRK for

KSHV miRK rev
miRK10+12for
miRK10+12rev
KSHVmIiRK(BamHI)for
KSHVmIRK(Xhol)rev
K12-3 forward

K12-3 reverse

K12-4 forward

K12-4 reverse

miR 206 for

miR 206 rev

Sequenz
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Sequenz
AAAAAGCAGGCTCCGCCTGATCA ATAAAACAGGAAGCGGGTTGGAC

AGAAAGCTGGGTGATATC TGCCTTATTTGGTAATGCTTCCGG
TTTTTTCCGGATAGAGGCTTAACGGTGTTTG
TTTTTTCCGGAGTGTTTTTTGCCATGGTA
ATATGGATCCGAATGCGTGCTTCTGTTTGA
ATATCTCGAGTTTACCGAAACCACCCAGAG
ATATCTCGAGCCGCCGCAAGCTTCCAGATCTTCCAG
ATATGGGCCCCAAATGAATGCCCTAGAGTACTG
ATATCTCGAGCCGCCTCGCGGTCACAGAATGTGACAC
ATATGGGCCCCCTTAGGGCACCAGGGACTAC
ATATCTCGAGATCCCAGTGATCTTCTCGCTAAG

ATATGGGCCCATTCAGAGGCTCTTGCTTCCTTG

Primer fiir die Klonierung der 3’'UTRs und der KSHV miRNA-Bindestellen fir Luciferase-Assays

Name
CASP3_3'UTR_attBfor

CASP3_3'UTR_attBrev
CCNT2_3'UTR_attBfor
CCNT2_3'UTR_attBrev
CDC7_3'UTR_attBfor
CDC7_3'UTR_attBrev
CDK5RAP1 _3'UTR_attBfor
CDK5RAP1 _3'UTR_attBrev
CENPF_3'UTR_attBfor
CENPF_3'UTR_attBrev
DUSP6_3'UTR_attBfor
DUSP6_3'UTR_attBrev
EXOC6_3'UTR_attBfor
EXOC6_3'UTR_attBrev
FANCG_3'UTR_attBfor
FANCG_3'UTR_attBrev

GEMINS_3'UTR_attBfor

Sequenz
AAAAAGCAGGCTGAAATGGTTGGTTGGTGGTTTT

AGAAAGCTGGGTTGTACAAAATTGTCACATAGAAACACA
AAAAAGCAGGCTTGCCAATCACGAGTACAGTACAA
AGAAAGCTGGGTACAACTGGCTGCCCTTTAAT
AAAAAGCAGGCTTTCATTTAATGTTTACTGTTATGAGG
AGAAAGCTGGGTTGAATATACAAATTCAAGAGCATTCA
AAAAAGCAGGCT CTGCATATTGCTGACCTGAGAG
AGAAAGCTGGGT GTTTAGGTAAATTTAATGACTG
AAAAAGCAGGCTAGGCACTTTGTGTGTCAGTACC
AGAAAGCTGGGTCAGAAAACGAAGGCGACTATTT
AAAAAGCAGGCTAGACCCCACACCCCTCCTTGCT
AGAAAGCTGGGTACATTCTTATAATAAATTCCAGCTCT
AAAAAGCAGGCT CAGCACATGTAGACCTCACATG
AGAAAGCTGGGT CATCACAAAATCCAGAGATGTAC
AAAAAGCAGGCTCTGCCACGTTTTGAAGAGCTT
AGAAAGCTGGGTTATGAAATTTTACTCGACAACAGAAAA

AAAAAGCAGGCT CTGAAGTTCTGAGCTCAGGGCAC
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GEMIN8_3'UTR_attBrev
GEMIN8_4-3p BS_attBfor
GEMINS8_4-3p BS_attBrev
IRF2_3'UTR_attBfor
IRF2_3'UTR_attBrev
LRRC8D_3'UTR_attBfor
LRRC8D_3'UTR_attBrev
MCM4_3'UTR_attBfor
MCM4_3'UTR_attBrev
MDM2_3'UTR_attBfor
MDM2_3'UTR_attBrev
NEK3_3'UTR_attBfor
NEK3_3'UTR_attBrev
NHP2L1_3 BS_attBfor
NHP2L1_3 BS_attBrev
NHP2L1_3'UTR_attBfor
NHP2L1_3'UTR_attBrev
RAD51AP1_3'UTR_attBfor
RAD51AP1_3'UTR_attBrev
RBBP5_3'UTR_attBfor
RBBP5_3'UTR_attBrev
SPP1_3'UTR_attBfor
SPP1_3'UTR_attBrev
TBK1_3'UTR_attBfor
TBK1_3'UTR_attBrev
TNFAIP1_3'UTR_attBfor
TNFAIP1_3'UTR_attBrev
TTK_3'UTR_attBfor
TTK_3'UTR_attBrev
ZNF684_3'UTR_attBfor

ZNF684_3'UTR_attBrev

AGAAAGCTGGGT GAGTATTTACCGTGTAGCCAGC

AAAAAGCAGGCT CACCCATTTGGACTTTCACAATC

AGAAAGCTGGGT CAAGCCATTGCTTGATGATAATG

AAAAAGCAGGCTTCTGACTCTCCGCGGTGGTTG

AGAAAGCTGGGTTCCACAGGAAAATCTGATTGCTAG

AAAAAGCAGGCT CCCTTTGCAAATGGGATTTAAAC

AGAAAGCTGGGT CATTTTCTATTTATTGGCAACCC

AAAAAGCAGGCTAGCCTTGTGAGCAAGGAAGGC

AGAAAGCTGGGTAAAGAAAGGCTCTAGCCCTTTACCA

AAAAAGCAGGCTTATATAACCCTAGGAATTTAGACAACC

AGAAAGCTGGGTCGGTGGCTCATGCCTGTAAT

AAAAAGCAGGCTTGCCTGAGGAAATGTTCCTGAG

AGAAAGCTGGGTCATAATGTGAATAATATCATACG

AAAAAGCAGGCT CGAGCCACTGGAGATCATTCTG

AGAAAGCTGGGT CTTCTTTGATGGTGACAGAACAG

AAAAAGCAGGCT GTCCATTGAAAGGCTCTTAGTC

AGAAAGCTGGGT CACATGAACTAGCACTCTCCTC

AAAAAGCAGGCTGTGTGGTACAGGAGGAATGTTTG

AGAAAGCTGGGTTTTTTGATAGACAAATGCTCACT

AAAAAGCAGGCTACCTTCGAAGTTCTTCATTCTTTC

AGAAAGCTGGGTCAGTGTACAGTGCAGAGGACTGG

AAAAAGCAGGCTTCTTCTGAGGTCAATTAAAAGG

AGAAAGCTGGGTGTTTTATTAATTGCTGGACAACCG

AAAAAGCAGGCTATAGAAGTTTAAGAAAAGTTTCCGTTTG

AGAAAGCTGGGTTTTTTCCATGAAATAGTAAGCAGAA

AAAAAGCAGGCTCCAGACCCTCAGGGAGTCAGG

AGAAAGCTGGGTGAAATTAGTGTTTGCTTCCATC

AAAAAGCAGGCTTTGCAGTTATTCGTAATGTCAAA

AGAAAGCTGGGTGTGTCATTTTAGCCACAAAACTT

AAAAAGCAGGCT CCCAGAAGTCAAATCTTATTG

AGAAAGCTGGGT CTGTAATACAGAATACAAGTGCC

Primer fur die Mutagenese der KSHV-miRNA-Bindestellen

Name
LRRC8D_mut5SEED_for

LRRC8D_mut5SEED_rev

GEMIN8_mut5SEED _for

GEMIN8_mut5SEED_rev

Sequenz

ATTGTTTGTAACTTGGATGCTGCCGCTACTCACCAGTTACAAATTGCTTGCCTGCTAAA

GTAAATG

CATTTACTTTAGCAGGCAAGCAATTTGTAACTGGTGAGTAGCGGCAGCATCCAAGTTAC

AAACAAT
ACATCGAAAGCTACCAGGCCTTGGAACAGACATCCGGTATATGCAAGATACTGG

CCAGTATCTTGCATATACCGGATGTCTGTTCCAAGGCCTGGTAGCTTTCGATGT
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NHP2L1_mut5SEED_for

NHP2L1_mut5SEED_rev

CCGCTGCTGTGTGAAGACAAGCACAGCCCCTACGTGTTTGTGCGCTCC

GGAGCGCACAAACACGTAGGGGCTGTGCTTGTCTTCACACAGCAGCGG

Primer fur die Klonierung der miRK4-Bindestellen (Positivkontrollen fir Luciferase Assays)

Name

miRK4(imperfect)sensor_attBfor
miRK4(imperfect)sensor_attBrev
miRK4(perfect)sensor_attBfor

miRK4(perfect)sensor_attBrev

Sequenz

AAAAAGCAGGCTATCGCCACCTTGTTTAAGCCTCAGCTAGGCCTCAGTATTCTAATTAG
ACCTACGCACTCCAG
AGAAAGCTGGGTCTGGAGTGCGTAGGTCTAATTAGAATACTGAGGCCTAGCTGAGGCT
TAAACAAGGTGGCGAT
AAAAAGCAGGCTATCGCCACCTTGTTTAAGCCTCAGCTAGGCCAGTGTATTCTAATTAG
ACCTACGCACTCCAG
AGAAAGCTGGGTCTGGAGTGCGTAGGTCTAATTAGAATACACTGGCCTAGCTGAGGCT
TAAACAAGGTGGCGAT

Primer fur die Quantifizierung der miRNAs

Name
Poly(t)adpt

AdptRev
RTHs5.8Sfor
RTmiRK1for
RTmiRK2for
RTmIRK3(5p)for
RTmiRK4(5p)for
RTmiRK4(3p)for
RTmiRKS5for
RTmMiRK6(5p)for
RTmMiRK6(3p)for
RTmiRKT7for
RTmIiRK8(5p)for
RTmIiRK8(3p)for
RTmMiRK9(5p)for
RTmMiRK9(3p)for
RTmiRK10for

RTmiRK11for

Sequenz
GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGTTTTTTTTTTTTVN

GCGAGCACAGAATTAATACGAC
GCCTGTCTGAGCGTCGCTT
ATTACAGGAAACTGGGTGTAAGC
AACTG AGTCCGGGTCGATCTG
TCACATTCTGAGGACGGCAGCGA
AGCTAAACCGCAGTACTCTAG
TAGAATACTGAGGCCTAGCTGA
TAGGATGCCTGGAACTTGCCGGAA
CCAGCAGCACCTAATCCATCGG
TGATGGTTTTCGGGCTGTTGAG
TGATCCCATGTTGCTGGCGCT
CTCCCTCACTAACGCCCCGCAA
CTAGGCGCGACTGAGAGAG
CCAGCTGCGTAAACCCCGCTA
CTGGGTATACGCAGCTGCGTA
TAGTGTTGTCCCCCCGAGTGGC

TTAATGCTTAGCCTGTGTCCGA

Primer fur die Quantifizierung von Transkripten (TagMan)

Name
RT_NHP2L1_(for)

RT_NHP2L1_(rev)
RT_GEMINS_(for)
RT_GEMINS_(rev)
RT_CDK5RAP1_(for)
RT_CDK5RAP1_(rev)
RT_LRRC8D_(for)
RT_LRRC8D_(rev)
RT_RNF8_(for)

RT_RNFS8_(rev)

Sequenz TagMan Sonde (Roche Mouse Library)
TAAGCAGCTTCGGAAAGGAG

mouse #34
GCCATCACGATGAACTCAGA
CCCTCTGTCTCTCCAAGGAA

mouse #19
AAGCCTTCAGGGACTGAACA
CATGTGTCCCAGTCCAGAGA

mouse #13
AGCCTGGAGCTGAAATCCTT
GCAGGTCGAGGGGAAGAG

mouse #42
CACGGCGACAGGAGACTT
CATCCTCCCACCTCAACCT

mouse #27
AGCTGGGTGTGATGGCATA
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RT_GTSEL_(for)
RT_GTSE1_(rev)
RT_EXOCS6_(for)
RT_EXOC6_(rev)
RT_FBXO7_(for)
RT_FBXO7_(rev)
RT_RABLS5 (for)
RT_RABLS5 (rev)
RT_ZNF684_(for)
RT_ZNF684_(rev)
RT_CCNF (for)
RT_CCNF (rev)
RT_CCNEZ1_(for)
RT_CCNE1_(rev)
RT_H19 (for)
RT_H19 (rev)
RT_HPRTfor
RT_HPRTrev

Sequenzierprimer
Name
DONR-F

T7-for

CGCTCCATGAGCAGTGAC

mouse #14
AAGCAGGAACTACCAACAGGAG
GAACATGGCCCTCTCAAAGA

mouse #43
TCAGGATCAGTGCAATAGGATG
AGAAAAGAATCCCCGAAAGG

mouse #33
TGGAATGGTGTGAGTTGACG
TCTGACTGCAGAGGAAGTGTTC

mouse #4
AGTGAACGCCCTGTGTGAC
CCTCAAGGTAGAGCAAGGACA

mouse #19
TCATCAACAAGTGGGTAGTCAGA
CGAAAACTCAGGGACTACGC

mouse #19
TTTGCACAGGCTTTGGCTA
TGCAAGCCTCGGATTATTG

mouse #90
TTGCCCAGCTCAGTACAGG
TTACTTCCTCCACGGAGTCG

mouse #32
GCTGGGTAGCACCATTTCTT
TGACCTTGATTTATTTTGCATACC

mouse #54
CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
Sequenz

TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC

TAATACGACTCACTATAGGG

3.1.8.2 **P-markierte DNA-Sonde zum Nachweis von miRK12-3-5p3 im Northern-Blot

Name
P32miRK3(5p)

Sequenz
TCGCTGCCGTCCTCAGAATGTGA

3.1.8.3 RNA-Oligonukleotide als Standard fir die miRNA-Quantifizierung

Name
miRK12-2

miRK12-3-5p
miRK12-4-3p
miRK12-5

miRK12-6-5p

miRK12-6-3p

Sequenz
AACUGUAGUCCGGGUCGAUCUG

UCACAUUCUGAGGACGGCAGCGA
UAGAAUACUGAGGCCUAGCUGA
UAGGAUGCCUGGAACUUGCCGG
CCAGCAGCACCUAAUCCAUCGG

UGAUGGUUUUCGGGCUGUUGAG
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3.1.8.4 2’-O-Methylierte RNA-Oligonukleotide (AntagomiRs)
Name Sequenz

anti-ebv-miR-BHRF1-1 AACUCCGGGGCUGAUCAGGUUA
anti-kshv-miR-K12-3 UCGCUGCCGUCCUCAGAAUGUGA

anti-kshv-miR-K12-4-3p UCAGCUAGGCCUCAGUAUUCUA

3.1.9 Molekulargewicht-Standards

DNA Molecular Weight Marker VIII, Roche

Gene Ruler 1kb DNA ladder, Fermentas

GeneRuler 100bp, Fermentas

See Blue Plus2 prestained protein ladder, Invitrogen

Benchmark prestained protein ladder, Invitrogen

3.1.10 Fertigsatze (Kits)

Affymetrix Whole-Transcript (WT) Sense Target Labeling Protocol
BCA Protein Assay, Pierce

Caspase 3/7 Assay Kit, Promega

Dual-Luciferase reporter assay system, Promega
ECL western blotting detection system, Amersham
Expand long template PCR system, Roche
FlexiGene DNA Kit, Qiagen

miRNeasy Kit, Qiagen

pGEM-T vector system, Promega

Poly A tailing Kit, Ambion

PureYield plasmid midiprep system, Promega
Qiagen MinElute gel extraction kit, Qiagen

Qiagen MinElute PCR purification kit, Qiagen
QIlAprep Spin miniprep kit, Qiagen

QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene

Mannheim, Deutschland
St. Leon-Rot, Deutschland
St. Leon-Rot, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Santa Clara, USA
Rockford, USA
Madison, USA
Madison, USA
Freiburg, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Madison, USA
Austin, USA

Madison, USA
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland

La Jolla, USA
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3.1.11 Antikorper

3.1.11.1 Priméare Antikorper

hAGO2, 11A9

BrdU, B684M, Abcam

Actin, C4, Abcam

NHP2L1, A01, Abnova

GEMINS, FL242, Santa Cruz Biotechnology inc.
Caspase 3 MAB4603, Millipore

y-Tubulin, GTU-88, Sigma-Aldrich

3.1.11.2 Sekundare Antikorper

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (H+L), Invitrogen
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L), Invitrogen

Goat anti-mouse 1gG (H+L) HRP-Konjugat (AP308P), Millipore

3.1.12 Enzyme

GoTag Flexi DNA Polymerase, Promega
DNAsel, Invitrogen

SuperScriptll reverse Transkriptase, Invitrogen
Intestinale Kélberphosphatase (CIP), NEB
Restriktionsendonukleasen, NEB

T4 DNA Ligase, Fermentas

BP-Clonase Mix, Invitrogen

LR-Clonase Mix, Invitrogen

Proteinase K, Invitrogen

Expand Long DNA Polymerase, Roche

Elisabeth Kremmer, GSF Miinchen
Cambridge, UK

Cambridge, UK

Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

Billerica, USA

Minchen, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Billerica, USA

Madison, USA

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Beverly, USA

Beverly, USA

St. Leon-Rot, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Mannheim, Deutschland

31



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Bakterienkultur

3.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

E. coli-Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten kultiviert. Die Inkubation

erfolgte bei 37°C und, im Fall von Flissigkulturen, unter konstantem Schtteln.

LB medium (1 I): 10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl
LB Agar: LB Medium mit 1,5% Agar-Agar
Selektionsmedium: LB Medium mit Antibiotikum, je nach Resistenz:

100 pg/ml Ampicillin
50 pg/ml Kanamycin
15 pg/ml Gentamicin
35 pg/ml Chloramphenicol

3.2.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Fur die Herstellung kompetenter Bakterien wurde ein Einzelklon in 20 ml TYM-Medium trans-
feriert und solange bei 37°C inkubiert, bis die Suspension eine optische Dichte ODggonm VON
0,8 erreicht hatte. Anschliel3end wurde die Bakterienkultur mit 100 ml verdinnt und wiede-
rum bei einer Temperatur von 37°C bis zu einer ODggonm VOn 0,8 inkubiert. Diese Kultur wur-
de wiederum auf 500 ml mit TYM-Medium aufgefillt und bis zu einer ODggonm VOn 0,6 bei
37°C inkubiert. Die Suspension wurde auf Eiswasser abgekunhlt. Alle weiteren Schritte erfolg-
ten bei 4°C oder auf Eis. Die Bakterien wurden in 50 ml Falcon-R6hrchen tberfihrt und fur
5 min bei 2500 x g zentrifugiert (Sigma 6K15). Der Uberstand wurde verworfen und die Pel-
lets in 25 ml eiskaltem TfB | resuspendiert. Nach 45 min auf Eis wurden die Bakterien fir
10 min bei 2000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 25 ml eis-
kaltem TfB Il resuspendiert. Aliquots von 400 pl wurden in 0,5 ml ReaktionsgefaRe Uberflihrt
und bei -80°C gelagert.
TYM: 10 mM MgSO4
100 mM NaCl

20 g/l Bacto Trypton
5 g/l Bacto Hefeextrakt

32



Material und Methoden

TB I 30 mM KAc
50 mM MnCI2
100 mM KCl
10 mM CaCl
15 % (v/v) Glycerol

TB 1l 10 mM MOPS pH7,0
75 mM CacCl
10 mM Kcl
15 % Glycerol

3.2.1.3 Transformation

5 pl einer Ligations- bzw. Rekombinationsreaktion wurden zu 100 pl kompetenten Bakterien
gegeben, gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlielBend wurden die Bakterien einem
Hitzeschock ausgesetzt (1 min, 37°C) und in 1 ml LB-Medium fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden anschlieRend auf Agarplatten mit einem passenden Antibiotikum ausplat-

tiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
3.2.2 DNA- und RNA-Techniken

3.2.2.1 Isolierung von Nukleinsauren
3.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien

Plasmid-DNA wurde, je nach benétigter Menge, entweder mit dem QlAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) oder mit dem PureYield Plasmid Midiprep Kit (Promega) isoliert. Beide basieren auf
der alkalischen Lyse der Bakterien, gefolgt von Bindung, Reinigung und Elution der DNA an

einer Silica-Matrix. Die Préparation erfolgte jeweils nach der Anleitung des Herstellers.
3.2.2.1.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Zellkultur

Gesamt-DNA aus kultivierten Zellen wurde mit den FlexiGene DNA Kit (Qiagen) nach Anga-
ben des Herstellers isoliert. Dabei werden die Zellen lysiert, Zellkerne und Mitochondrien
durch Zentrifugation gereinigt und durch Protease-Verdau von Proteinverunreinigungen be-
freit, und die DNA mit Hilfe von Alkohol gefallt.

3.2.2.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkultur

RNA aus kultivierten Zellen wurde mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen) aufgereinigt. Die Me-
thode basiert auf der ,single step* nach Chomczynski und Sacchi®®. Dabei wurden die Zellen
zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trizol pro 1x10’ Zellen lysiert (5 min
RT). AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform zugegeben, die Proben 15 s vorsichtig ge-

schittelt und fur weitere 2-3 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden 10 min bei 12.000 x g
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(4°C) zentrifugiert. Die obere (wassrige) Phase wurde abgenommen und die RNA mit 0,5 ml
Isopropanol pro eingesetztes Volumen Trizol gefallt. Die RNA wurde anschlieRend 10 min
inkubiert, durch Zentrifugation (15 min, 12.000 x g, 4°C) sedimentiert, mit 80% EtOH gewa-
schen, getrocknet und in 50 ul RNAse-freiem Wasser geltst. Die RNA-Konzentration wurde
photometrisch bestimmt. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. Die Qualitat der RNA wurde

mit Hilfe des Bioanalyzers (Agilent) bestimmt.

3.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Nukleinsauren wurde durch Messung der opti-
schen Dichte in einem Nanodrop ND1000 Spektrophotometer (Peqglab) bestimmt. Zur Kon-
zentrationsbestimmung wurde die ODygonm Verwendet (1 OD,gonm €ntspricht dabei 50 pg/mi
dsDNA bzw. 40 pg/ml RNA). Die Reinheit wurde mit Hilfe des Verhaltnisses OD,40:0D2g be-
stimmt. Ein Wert von 1,6-2,0 war ein Hinweis auf nicht vorhandene bzw. schwache Kontami-

nation mit Protein oder Phenol.

3.2.2.3 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Spaltungen von DNA mittels Restriktionsenzymen wurden nach den Herstellerempfehlungen
durchgefihrt. Falls nicht anders angegeben, wurden 1,5 ug DNA bei der empfohlenen Tem-
peratur mit 20 U Enzym fur 2 h verdaut. Die Restriktionsspaltung wurde mittels Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.

3.2.2.4 Ligation

Falls nicht anders angegeben, wurden flr die Ligation 50 ng Vektor und die 3-fache molare
Menge eines DNA-Fragmentes eingesetzt. Die Reaktion wurde in 1 x Reaktionspuffer (Fer-
mentas) mit 5 U T4 DNA Ligase (Fermentas) durchgefuihrt. Nach Inkubation flr mehrere
Stunden wurde die Ligationsreaktion entweder in kompetente Bakterien transformiert oder

bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2.2.5 5-Dephosphorylierungsreaktion

Die 5-Dephosphorylierungsreaktion von linearisierten Plasmiden wurde mit intestinaler Kal-
berphosphatase (CIP) durchgefihrt. Dazu wurden 50 U CIP und 1,5 pg DNA gemischt und
fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die anschlieRende Reinigung des Vektors erfolgte mit Hilfe des

QIAquick Nucleotide Removal Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben.

3.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese

in 1 x TAE durchgefiihrt. Die Agarosekonzentration lag dabei, je nach Anwendung, zwischen
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0,6% und 2,0%. Den Gelen wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,25 pg/ml
zugegeben. Den DNA-Proben wurden vor dem Lauf 0,17 Volumen DNA-Ladepuffer zugege-
ben. Die Ethidiumbromid-gefarbte DNA wurde anschlieBend mit UV Licht (A=302 nm) sicht-
bar gemacht.
20 x TAE 800 mM Tris
400 mM NaAc

40 mM EDTA
pH7,8 (mit Essigsaure)

3.2.2.7 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Qiagen MinElute gel

extraction kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
3.2.2.8.1 Standard-PCR fur die Amplifikation von DNA-Abschnitten

Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) von grof3en (> 3000 bp) Templates wurden mit dem
Expand Long Template PCR System (Roche) nach den Angaben des Herstellers durchge-
fuhrt. Dieses System wurde auch benutzt, wenn eine Korrekturleseaktivitét der verwendeten
Polymerase bendtigt wurde. Fir alle anderen PCR-Reaktionen wurde die GoTaq Flexi DNA
Polymerase (Promega) verwendet. Falls nicht anders angegeben wurde dabei das folgende
PCR-Programm verwendet:

94°C 5 min

94°C 1 min

55°C 1 min 25x
72°C * variabel**

72°C * 10°min

* 68°C bei Verwendung von Expand Long-Polymerase
** 1 Minute pro 1000 Basenpaare

Falls nicht anderes angegeben, wurde der folgende PCR Reaktionsansatz verwendet:

PCR-Reaktionsansatz: 5 ul PCR-Puffer (Promega)
1 pl 10 MM dNTPs
1 pl 10 pM forward Primer
1 pl 10 uM reverse Primer
1 pl GoTaq Flexi DNA Polymerase
21 pl H20
20 pl Template in H2O (insgesamt ca. 200 ng)
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3.2.2.8.2 ,Two Step PCR*fiir die Amplifikation von DNA flir Rekombinationsklonierung

Die PCR von DNA-Abschnitten fur die Rekombinationsklonierung mittels des Gateway-

Systems (Invitrogen) wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Die Sequenzen der in der ersten

(internal) und der zweiten (external) PCR verwendeten Oligonukleotide Uberschnitten sich

dabei um 12 bp. Durch diese Primer wurden die Rekombinationssequenzen (attB-sites) an-

geflgt. Fur diese PCRs wurde das Expand Long Template PCR System (Roche) verwendet.

Tab. 1: Konstruktion der Primer fiir die ,,Two Step* Polymerasekettenreaktion

Die grau hinterlegten Basenpaare reprasentieren die Sequenz der att-Stellen. Die Sequenzspezifischen Nukleoti-

de fur die Amplifikation bestimmter Gene ist durch X dargestellt.

attB1 internal for

attB2 internal rev

attB1 external for

attB2 external rev

AAAAAGCAGGCTXXXXX XXX XXX XXX XXXX

AGAAAGCTGGGTXXXX XXX XXX XXX XXXXX

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Falls nicht anders angegeben, wurden die folgenden PCR-Programme verwendet:

1. PCR:

94°C 5 min
94°C 1 min
55°C 1 min
68°C variabel*
68°C 10°min

* 1 Minute pro 1000 Basenpaare

2. PCR:

94°C
94°C
53°C
68°C
68°C

13x

5 min

1 min

1 min 13x
variabel**
10°min

Falls nicht anders angegeben, wurden die folgenden PCR-Ansatze verwendet. Als Template

fur die Amplifikation von KSHV-Sequenzen wurde DNA aus der BCBL-1 Zelllinie verwendet.
Als Template fir die Amplifikation von 3'UTRs diente DNA aus HEK 293-Zellen.

1. PCR-Reaktionsansatz:

5 ul PCR-Puffer 2 (Roche)

1 ul 10 mM dNTPs

1 pl 10 pM attB1 internal for
1 pl 10 pM attB2 internal rev

1 pl Expand Long DNA Polymerase (Roche)

21 pl HO

20 pl Template in H,O (insgesamt ca. 200 ng)
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2. PCR-Reaktionsansatz: 5 ul PCR-Puffer 2 (Roche)
1 pl 10 mM dNTPs
1 pl 10 pM attB1 external for
1 pl 10 uM attB2 external rev
1 pl Expand Long DNA Polymerase (Roche)
31 ul H.0
10 ul aus dem 1. PCR-Reaktionsansatz

3.2.2.9 Rekombinationsklonierung

DNA-Fragmente, welche entsprechende Rekombinationssequenzen des Phagen A (atta-
chement sites, att sites) enthielten, konnten mittels Rekombinationsklonierung mit Hilfe des
Gateway-Systems (Invitrogen) kloniert werden. Dies erfolgte in zwei Schritten. Im ersten
Schritt wurde ein DNA-Abschnitt (z.B. PCR-Produkt), welcher attB-sites enthielt, mittels ,BP-
Reaktion in den attP-sites tragenden Vektor pDONR207 rekombiniert. Dabei entstanden
flankierende attL-sites. Der entstehende Vektor wurde nach der Invitrogen-Nomenklatur
LPENTER" genannt. Mit dem Reaktionsprodukt wurden E.coli-Bakterien transformiert, aus
welchen das Plasmid anschlie3end isoliert wurde. Die Klonierungen wurden nach diesem
Schritt durch Sequenzierung mit dem Primer DONR-F Uberpriift. Im zweiten Schritt wurde
der DNA-Abschnitt mittels ,LR-Reaktion® in einen attR-sites tragenden Zielvektor (Destinati-

on-Vektor, DEST) rekombiniert. Mit dem Produkt wurden wiederum E.coli transformiert.

Die Ansatze fir beide Reaktionen wurden bei Raumtemperatur fr mindestens 1 h inkubiert.
AnschlieRend wurden die jeweiligen Clonasen mit 2 pl Proteinase K bei 37°C fir 10 min inak-
tiviert. Von den Reaktionsprodukten wurden jeweils 5 pl fir die Transformation von kompe-
tenten E. coli (DH5a) verwendet. Im Einzelnen setzten sich die Reaktionen wie unten ste-

hend zusammen.

BP-Reaktionsansatz: 200 ng PCR-Produkt
150 ng pDONR207
2 ul BP-Reaktionspuffer (Invitrogen)
1 pl BP-Clonase Mix (Invitrogen)
Ad 10 pl H20O

LR-Reaktionsansatz: 150 ng pENTER
150 ng pDEST (Zielvektor)
2 ul LR-Reaktionspuffer (Invitrogen)
1 pl LR-Clonase Mix (Invitrogen)
Ad 10 pl H,O
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3.2.2.10 TA-Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, welche mittels Tag-Polymerase amplifiziert worden waren, konnten durch TA-
Klonierung in den Vektor pGEM-T kloniert und mit Hilfe des Primers T7-for sequenziert wer-

den. Dazu wurde das pGEM-T-Vektorsystem (Promega) nach Herstellerangaben verwendet.

3.2.2.11 Zielgerichtete Mutagenese

Um Punktmutationen oder den Austausch von wenigen Basenpaaren in DNA-Abschnitte
einzufligen, wurde das ,Quikchange® Site directed mutagenesis Kit* (Stratagene) nach Her-
stellerangaben verwendet. Fur den Entwurf der Primer wurde das ,QuikChange Primer De-
sign Programm®, verfligbar im Internet unter ,http://www.stratagene.com/qcprimerdesign®,
verwendet. Fur die Transformation nach der Mutagenese wurden hochkompetente Bakterien

XL1-blue (Stratagene) verwendet.

3.2.2.12 Reverse Transkription und Echtzeit-PCR-Quantifizierung (realtime PCR)
3.2.2.12.1 Realtime PCR-Quantifizierung von RNA-Transkripten mittels TagMan™-PCR

RNA wurde mit Trizol aus den Zellen isoliert. Die Umschreibung in cDNA erfolgte mit Super-
script Il reverser Transkriptase (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Es wurde jeweils
1 pg RNA und 250 ng Hexanukleotid Random-Primer-Mix (Promega) verwendet. Die cDNA
wurde im Verhdltnis 1:5 mit Wasser verdinnt. Die TagMan-PCR wurde im ABI Prism 7000
sequence detection system (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die TagMan-Sonden wurden
der Universal Probe Library (Roche) entnommen. Um die fur die Detektion eines Genes je-
weils optimale Kombination aus einem spezifischen Primerpaar und einer Sonde zu entwi-
ckeln, wurde die Software ,Assay Design Center® auf der Internetseite
L~Www.universalprobelibrary.com® (Roche) verwendet. Die PCR wurde mit den folgenden Pa-

rametern durchgefuhrt:

94°C 12 min
95°C 20s }

. 45x
60°C 1 min

Dabei wurde nach jedem Zyklus die Fluoreszenz gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit
der ABI Prism 7000 Software, welche einen C-Wert fir jede Reaktion berechnet. Um
Unterschiede in den Transkriptmengen eines gegebenen Gens in unterschiedlichen Zelllinien
oder unter unterschiedlichen Bedingungen zu berechnen, wurde pro Ci-Wert eine
Verdoppelung der Transkriptmenge angenommen. Der Mengenfaktor (x) wurde also durch

-A
2 Ct

die Formel x= angenahert. Es wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet:
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TaqgMan-Reaktionsansatz: 5 ul cDNA
12,5 yl TagMan Universal Master Mix
2 pl 10 uM forward Primer
2 ul 10 uM reverse Primer
0,25 pl TagMan Sonde
0,5 pl ROX Referenzfarbstoff (Invitrogen)
2,75 pl H20

3.2.2.12.2 Realtime PCR-Quantifizierung von Micro-RNAs im Light-cycler™

RNA wurde mit Trizol aus 1x10° Zellen isoliert und in Wasser aufgenommen. 1 ug RNA wur-
de einer DNAsel-Behandlung (1U DNasel in DNAsel-Puffer, 15 min bei Raumtemperatur)
unterzogen. Anschliel3end wurde die DNAsel bei 65°C fir 10 min inaktiviert. Die RNA wurde
anschlieend mit Hilfe des Poly-A-tailing Kits (Ambion) nach Angaben des Herstellers mit
Poly-A-Resten an den 3'-Enden versehen. Die RNA wurde durch eine Phenol-Chloroform
Extraktion mit anschlieender Ethanol-Acetat-Fallung gereinigt und in 11 pl Wasser gelost.
Es folgte die Erststrang-Synthese. Dazu wurde die gesamte RNA mit 1 pg des Ankerprimers
»Poly(t)Adpt* und 1 pul ANTP-Mix (10 mM) gemischt, 5 min bei 65°C inkubiert und anschlie-
Rend auf Eis gestellt. Dann folgte die Zugabe von 4 pl Erststrangpuffer (Invitrogen) und 2 pl
DTT (100 pM). Nach 2 min Inkubation bei 42°C wurde 1 U SuperScript || Reverse Transkrip-
tase (Invitrogen) dazugegeben und der Reaktionsansatz bei 42°C fur 50 min inkubiert. Die
reverse Transkriptase wurde 5 min bei 70°C inaktiviert und die cDNA im Verhéaltnis 1:5 mit
Wasser verdunnt. Die Quantifizierung der miRNAs erfolgte im Light-Cycler (Roche) unter
Benutzung des ,FastStart DNA MasterPlus SYBR Green | Master Mix“ (Roche) nach Anga-
ben des Herstellers in einem Reaktionsvolumen von 20 pl mit 5 pul cDNA als Template unter
Verwendung jeweils eines miRNA-spezifischen Primers und des Primers ,AdptRev“, welcher
an die Ankersequenz bindet. Die spezifischen Primer tragen den Namen
»,RTMIRK(Nummer)for. Fur die Positivkontrollen, und um gleiche Mengen an Template in
den einzelnen Proben zu garantieren, wurde der spezifische Primer RTHs5.8Sfor verwendet,
welcher an den 3‘-Terminus der ubiquitéar vorkommenden humanen ribosomalen 5.8S-RNA
bindet. Falls nicht anders angegeben, wurde die PCR mit folgenden Parametern durchge-
fahrt:

95°C 10 min

95°C 10s (AT=20°Cls)

68°C 5s (AT=20°Cls) 45x%
72°C 6s (AT=5°C/s)

Dabei wurde nach jedem Zyklus die Fluoreszenz gemessen. Die Datenanalyse erfolgte mit

der Light Cycler Software, welche einen Ci-Wert fur jede Reaktion berechnet. Fir eine
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absolute Quantifizierung wurden synthetische miRNAs in definierten Konzentrationen
(6x10™, 6x10% 6x10° 6x10* Kopien pro ug RNA) als Standard verwendet, welche in
Gesamt-RNA aus den jeweiligen Kontroll-Zelllinien verdinnt wurden. Um auf die Kopienzahl
der miRNAs pro Zelle zurlickrechnen zu kénnen, musste die RNA Menge berechnet werden,
die sich aus einer einzelnen Zelle isolieren lasst. Dazu wurde RNA aus 1x10° Zellen isoliert,
die Konzentration photometrisch bestimmt und die insgesamt isolierte Gesamtmenge durch

die eingesetzte Zahl der Zellen geteilt.

3.2.2.13 Microarray-Analysen

Die Qualitatskontrolle der RNA erfolge im Bioanalyzer (Agilent). FUr die Microarray-Analysen
wurden von jeder Probe je 100 ng RNA amplifiziert und markiert. Hierfir wurde das
Affymetrix Whole-Transcript (WT) Sense Target Labeling Protocol (Affymetrix) ohne rRNA-
Reduktion nach Herstellerangaben verwendet. Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Arrays
(far die Untersuchung der Gesamt-RNA aus den DG75 und EaHy-Zellen), bzw. Affymetrix
GeneChip Human Gene 1.0 ST Arrays (fur die Untersuchung der RISC-
Immunprazipitationen) wurden nach den Herstellerangaben hybridisiert, gewaschen, gefarbt
und eingescannt. Die Microarray-Daten wurden auf Qualitat geprift und normalisiert.
Microarray-Analysen im Zusammenhang mit den Untersuchen an Gesamt-RNA aus den
KSHV-miRNA exprimierenden DG75- bzw. EaHy-Zellen wurden von Dr. Vladimir Benes
(EMBL, Heidelberg) durchgefuhrt. Microarray-Analysen im Zusammenhang mit der RISC-
Immunprézipitation wurden von Dr. Reinhard Hoffmann am Institut fur medizinische
Mikrobiologie der TU-Minchen durchgefuhrt. Alle Microarrays wurden mindestens in
Triplikaten durchgeftihrt.

3.2.2.14 Northern Blots zum Nachweis der miRK12-3

Die RNA wurde mit Hilfe von Trizol (Invitrogen) aus den Zellen isoliert. 30 pg Gesamt-RNA
wurden auf einem 15%-igem Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen aufge-
trennt. Die aufgetrennten Molekile wurden elektrophoretisch auf eine Hybond-N Nylon-
Membran (Amersham Biosciences) Ubertragen. Die Membran wurde mit einem
¥p_markierten Oligonukleotid inkubiert, welches komplementér zu der miRNA miRK12-3-5p
war. Die Inkubation erfolgte in ULTRAhyb-Oligo solution (Ambion) nach Herstellerangaben.

Die Signale wurden mit einem FLA300 Fluoimager (Fujifilm) detektiert.
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3.2.3 Statistik: Uberreprasentation von vorhergesagten miRNA-Bindungsstellen

Zellulare miRNAs, welche in sechs B-Zelllinien exprimiert werden, wurden dem offentlich
zuganglichen miRNA-Expressionsatlas'® entnommen. Sequenzen der miRNAs wurden der
miRBase-v.12-Datenbank (http://microRNA.sanger.ac.uk/sequences) entnommen. Die Se-
quenzen der 3'UTRs aller zellularen Gene wurden der Ensembl-Datenbank
(http://Iwww.ensembl.org) entnommen. Fir diese wurden die mi-RNA-Bindestellen mit Hilfe
des PITA-Algorithmus™ vorhergesagt. Die Uberreprasentation wurde mit der Hilfe des
~Exakten Fischer-Testes” bestimmt. Fir diesen Test wurden die vier Kategorien a, b, c und d
mit den Klassifikationen ,AGO2 Anreicherung ja/nein“ und ,PITA vorhergesagte Bindestelle

ja/nein“ aus der folgenden Kreuztabelle abgeleitet:

‘ AGO2-angereichert AGO2- nicht angereichert
Vorhergesagte Bindestelle a b
Keine vorhergesagte Bindestelle c d

Aus diesen Kategorien wurde das Quotenverhaltnis mittels der folgenden Formel berechnet:

a:c
Quotenverhaltnis = b

Die statistische Signifikanz der Assoziation von vorhergesagten Bindestellen und Anreiche-
rung durch RISC-IP wurde als der p-Wert des ,Exakten Fisher-Testes" nach folgender For-
mel berechnet (n=a+b+c+d):
a+b!a+c! c+d! b+d!

n'a!b!c!d!

p:

3.2.4 Zellkultur und Herstellung der Zelllinien

3.2.4.1 Kultivierung und Kryo-Konservierung

Falls nicht anders angegeben wurden die DG75-Zelllinien in RPMI1640-Medium, und
HEK293- und EaHy 926-Zellen in D-MEM Medium kultiviert. Die Medien wurden jeweils mit
10% fotalem Kalberserum, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-
Glutamin angereichert. Primare HUVEC-Zellen (Promocell) wurden in Basalmedium fur En-
dothelzellen (Promocell) kultiviert, welches mit 10% FCS, Gentamycin, Amphoterizin und
dem mitgelieferten Medienzusatz angereichert wurde. Alle Zellen wurden bei 37°C in feuch-
ter, 5%-iger CO,-Atmosphare kultiviert. Fur die Kryo-Konservierung wurden die Zellen 5 min
bei 300 g sedimentiert und anschliel3end bei einer Konzentration von 0,5-1x107 Zellen pro ml
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in 1 ml FCS mit 10% DMSO resuspendiert. Die Zellen wurden in Kryo-Rdhrchen tberfuhrt, in
einen ,Cryo 1°C Einfrierbehalter* gegeben und bei -80°C fur 24 h abgekuhlt. Anschlie3end
wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gelagert. Um die Zellen aufzutauen, wurden sie kurz
bei 37°C im Wasserbad inkubiert, einmal mit 10 ml Zellkulturmedium gewaschen und an-

schlieRend in Kultur genommen.

3.2.4.2 Transfektion

Fur die Transfektion von eukaryontischen Zelllinien wurde entweder FuGene 6 Transfektions-
reagenz (Roche) oder Lipofectamin 2000 (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwen-
det.

3.2.4.3 Herstellung der Vektoren fur die Expression von micro-RNAs
3.2.4.3.1 Lentivirale Vektoren fur die miRNA Expression

Da die verwendeten Zelllinien mit herkdmmlichen Transfektionsmethoden nicht mit ausrei-
chender Effizienz transfizierbar waren, wurde ein lentivirales Transduktionssystem benutzt.
Es wurden zwei lentivirale Vektoren fir die Expression der miRNAs hergestellt. Einer (pLE-
NTI6/V5-10/12) enthielt nur die zehn Intron-kodierten pra-miRNAs, der andere (pLENTI6/V5-
1-12) enthielt zusatzlich die zwei miRNAs aus der Kaposin-Region (Abb. 6). Fir die Herstel-
lung des Vektors pLENTI6/V5-10/12 wurde eine Two-Step-PCR mit den spezifischen Oligo-
nukleotiden KSHV miRK for und KSHV miRK rev durchgefiihrt. Mittels BP-Reaktion wurde
das PCR-Produkt in den Vektor pDONR207 zwischenkloniert und dann mittels LR-Reaktion
in den Vektor pLENTI6/V5-DEST rekombiniert. Fiur die Herstellung des Vektors pLENTI6/V5-
1-12 wurden die zwei miRNAs miRK12-10 und miRK12-12 mittels PCR unter Verwendung
der Oligonukleotide miRK10+12for und miRK10+12rev amplifiziert und in den Vektor pGEM
(Promega) nach Angaben des Herstellers zwischenkloniert. Aus diesem wurden die miRNAs
mit BSpEIl ausgeschnitten und in den Vektor pDONR207 mit den zehn Intron-kodierten miR-
NAs ligiert, welcher vorher mit BspEl linearisiert und mit CIP dephosphoryliert worden war.
Die richtige Orientierung wurde durch Sequenzieren festgestellt. Die 12 miRNAs wurden an-
schlieend durch eine LR-Reaktion in den Vektor pLENTI6/V5-DEST rekombiniert. Als Kon-
trollvektor wurde der Vektor pLENTI6/V5-eGFP verwendet, welcher eGFP als Reportergen

enthielt. Dieser war ein freundliches Geschenk von Oliver RoRmann 2,
3.2.4.3.2 pcDNA-Vektoren fur die miRNA-Expression

Fur die Herstellung des Vektors pcDNA miRK10/12 wurde das intronische miRNA Cluster
unter Verwendung der PrimerKSHVmIiRK(BamHlI)for und KSHVmiRK(Xhol)rev PCR mittels
PCR amplifiziert und in die BamHI- und Xhol-Schnittstellen des Vektors pcDNA5/FRT/TO

(Invitrogen) Kloniert. Der leere Vektor pcDNA wurde durch Spaltung des Vektors pcD-
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NA miRK10/12 mit dem Enzym Pmel und die anschlielende Religation hergestellt. Fur die
Vektoren, welche die einzelnen KSHV-miRNAs enthalten, wurde eine Region von ca. 300 bp
aus der Umgebung der jeweiligen miRNAs unter Verwendung der Primerpaare K12-3 for-
ward und K12-3 reverse bzw. K12-4 forward und K12-4 reverse mittels PCR amplifiziert und
in die Xhol- und Apal-Schnittstellen des Vektors pcDNAS/FRT/TO kloniert. Fir eine weitere
Kontrolle wurde die zellulare miRNA miR206 mit Hilfe der Primer miR206 for und miR206 rev
kloniert. Die miNAs werden von diesem Vektor in normalen HEK293-Zellen konstitutiv expri-
miert. In Zellen, welche den Tet-Repressor exprimieren, konnen die miRNAs induziert durch

Doxycyclin exprimiert werden.

ORF6&9 Kaposin | I || ORF71 ORF72 LANA (Orf73) K14

BspEl || ||
Abb. 6: Klonierung der KSHV-kodierten miRNAs.
Gezeigt ist die Latenz-assoziierte Region von KSHYV, flankiert von zwei weiteren offenen Leserahmen. Die Micro-
RNAs sind orange dargestellt. Die Bindestellen der Primer, welche fir die Klonierungen verwendet wurden, sind
in folgenden Farben abgebildet: Blau: KSHV miRK for und KSHV miRK rev; gelb: miRK10+12for und
miRK10+12rev; grin: KSHVmiRK(BamHI)for und KSHVmiRK8Xhol)rev; rot: K12-3 forward und K12-3 reverse;
violett: miRK12-4 forward und miRK12-4 reverse. Die BspEI-Schnittstelle wurde bei der Herstellung des Vektors
pLENTI6V5-1-12 fir die Klonierung der miRNAs miRK12-10 und miRK12-12 verwendet.

3.2.4.4 Generierung von Lentiviren fiir die Transduktion von KSHV-miRNAs

Um Lentiviren fir die Transduktion von KSHV-kodierten miRNAs zu generieren, wurde das
ViraPower Lentiviral Gateway Expression System (Invitrogen) eingesetzt. Der dabei verwen-
dete ,packaging mix“ bestand aus den Plasmiden pLP1, pLP2 und pLP/VSVG in aquimola-
ren Mengen mit einer DNA-Gesamtkonzentration von 1 pg/ul. Der lentivirale Zielvektor ent-
hielt entweder das eGFP-Gen fir die Herstellung der Kontrollzelllinie oder eine, bzw.
mehrere KSHV-kodierte miRNAs. Die Lentiviren wurden in der Zelllinie 293FT hergestellt.
Diese waren am Tag zuvor in einer Zahl von 1,5x10° auf 10 cm Zellkulturschalen ausgesét
worden. Vor der Transfektion wurde das Medium abgenommen und durch 15 ml OptiMem
ohne weitere Zusatze ersetzt. Der Transfektionsansatz wurde nach den vom Hersteller von
FuGene 6 (Roche) angegebenen Inkubationszeiten zu den 293FT-Zellen gegeben. Nach
24 h wurde das OptiMem abgenommen und durch 15 ml Producer-Medium ersetzt. Weitere
72 h spater wurde der Uberstand abgenommen, durch 0,45 pm Spritzenfilter (Millipore) ge-
driickt und entweder fur die Transduktion von Zellen verwendet oder bei -80°C gelagert.

293FT-Zellen wurden grundsatzlich in 293FT-Kulturmedium kultiviert.
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Transfektionsansatz: 200 pl Optimem
3 ul Packaging Mix
1 pg Zielvektor
16 ul FuGene 6

Producer-Medium D-MEM, erganzt mit:
10 % FCS
6 mM L-Glutamine
1 mM MEM-Natriumpyruvat
0,1 mM MEM-Nichtessentielle Aminosduren

293 FT-Kulturmedium D-MEM, erganzt mit:
10 % FCS
4 mM L-Glutamine
1 mM MEM-Natriumpyruvat
0,1 mM MEM-Nichtessentielle Aminosauren
500 pg/ml Geneticin (G418)

3.2.4.5 Transduktion mit Lentiviren und Herstellung stabiler Zelllinien

Um Suspensionszellen zu transduzieren, wurde 1 ml lentiviraler Uberstand zu 2 ml Zellsus-
pension (ca. 10° Zellen/ml) gegeben. Um adhé&rente Zellen zu transduzieren, wurden die
Zellen auf 12-well-Platten mit 2 ml Zellkulturmedium kultiviert und mit 1 ml lentiviralen Uber-
stand transduziert. Die das Transgen enthaltenden Zelllinien wurden immer mit der eGFP-
transduzierten Kontroll Zelllinie parallel behandelt. Nach ca. 2 Tagen, als das erste GFP-
Signal in den Kontroll-Zelllinien sichtbar war, wurde 1 pg/ml Blasticidin zu den Zellen gege-
ben. Nach 3 Tagen wurde die Blasticidin-Konzentration auf 2 ug/ml erhéht. Nach weiteren 3
Tagen wurde die Blasticidinkonzentration auf die jeweiligen Endkonzentrationen (7,5 pg/mi
fur lymphatische Zelllinien, 3,5 pg/ml fur Endothelzelllinien) erhoht. Die Effizienz der Selekti-
on wurde durch Bestimmung der Anzahl griin fluoreszierender Zellen in der Kontroll Zelllinie
mittels Durchflusszytometrie (FACS) abgeschatzt. Nachdem diese 100% erreicht hatte, wur-

den die Zelllinien fur weitere Experimente verwendet.

3.2.4.6 Herstellung von induzierbaren miRNA exprimierenden HEK293 Zelllinien

Flip-In stabile Zelllinien wurden aus der Zelllinie Flp-In T-Rex-293 (Invitrogen) nach Angaben
des Herstellers hergestellt. Dazu wurden die Vektoren pcDNA, pcDNA miR206 und pcDNA
miRK10/12 verwendet. Die Induktion der miRNA-Expression erfolgte mit 1pug/ml Doxycyclin,
da bei dieser Menge die maximale Expression der miRNAs durch Northern-Blots beobachtet

wurde (Daten nicht gezeigt).
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3.2.5 Reportergen Analysen

3.2.5.1 Herstellung des Luciferase-Reportervektors pSicheck2-DEST

Um eine schnelle und effiziente Klonierung vieler 3’UTRs in einen Luciferase-Reportervektor
zu ermdglichen, wurde der Vektor pSicheck2 (Promega) kompatibel flr die Benutzung mit
dem Gateway-System (Invitrogen) gemacht. Dazu wurde der Vektor pSlcheck2 mit Xbal an
einer einmal vorkommenden Restriktions-Schnittstelle direkt hinter dem hluc+ Gen (Firefly
Luciferase) geschnitten und mit alkalischer Kalberphosphatase dephosphoryliert. Der Vektor
pPLENTI6V5-DEST wurde ebenfalls mit Xbal geschnitten, und die entstehenden Fragmente
auf einem Agarosegel aufgetrennt. Die Bande, welche die ccdB-Kassette enthielt (1781bp),
wurde aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und in den linearisierten Vektor pSlcheck2
ligiert. Der entstandene Vektor pSlcheck2-DEST wurde in dem ccdB-resistenten E. coli-
Stamm DB3.1 kloniert. Die korrekte Orientierung der Kassette wurde durch Restriktionsver-

dau (EcoRl) verifiziert.

3.2.5.2 Herstellung von miRK12-4-3p Reportervektoren

Es wurden zwei pSlcheck2-Reporterkonstrukte hergestellt, welche statt einer 3’'UTR jeweils
eine perfekt und eine imperfekt komplementare Sequenz zu der miRNA miRK12-4-3p ent-
hielten. Dazu wurden die Primer ,miRK4(imperfect)sensor_attBfor* und ,miRK4(imperfect)
sensor_attBrev* bzw. ,miRK4(perfect)sensor_attBfor* und ,miRK4(perfect)sensor_attBrev*
durch Primerhybridisierung aneinandergelagert: Der Hybridisierungs-Mix (siehe unten) wurde
4 min bei 95°C inkubiert, bei Raumtemperatur abgekihlt und 1:10.000 mit H,O verdiinnt. Von
dieser Verdiinnung wurden 10 ul als Template fur die 2. PCR der ,Two Step PCR"* (siehe
Abschnitt 3.2.2.8.2) eingesetzt und analog den 3’'UTRs kloniert.
Primerhybridisierung: 5 ul for Primer (200 pM)
5 pl rev Primer (200uM)

2 10x Oligo Annealing Buffer (Invitrogen)
8 H>O

3.2.5.3 Luciferase-Repressionsanalysen

Die 3‘UTRs wurden durch Rekombinationsklonierung mit Hilfe des Gateway-Systems (Invit-
rogen) kloniert. Als DONR-Vektor diente der Vektor pDONR207, in welchen die 3’'UTRs zwi-
schenkloniert und sequenziert wurden, bevor sie in den Vektor pSicheck2-DEST kloniert
wurden. Die entstehenden Reportervektoren wurden anschlielend entweder zusammen mit
dem Vektor pcDNA miRK10/12 (miRNA-Vektor) oder einem der pcDNA-Vektoren mit einzel-
nen MiRNAs (pcDNAmMIRK3 bzw. pcDNAmMIRK4) oder dem leeren Vektor pcDNA als Kontrol-
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le in HEK 293-Zellen kotransfiziert. Dazu wurden die HEK 293-Zellen von einer konfluent
bewachsenen Platte mittels Trypsin abgel6st und in 20 ml D-MEM aufgenommen. Von der
Zellsuspension wurden je 20 pl in die Vertiefungen einer 24-well Platte mit 500 ul D-MEM
gegeben und am néachsten Tag transfiziert. Der Transfektionsansatz wurde dabei nach den
Herstellerangaben fur FuGene (Roche) hergestellt und verwendet, und bestand aus 10 ng
Reportervektor, 200 ng miRNA-Vektor und 1 pl FuGene-Transfektionsreagenz (Roche) in
20 pl Opti-MEM. Nach 16 h Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 100 pl
Passive Lysis Buffer (Promega) lysiert. Das Lysat wurde anschlielend mit 900 ul PBS ver-
dunnt. Die Luciferaseaktivitat wurde mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega)
in einem Multiplattenlesegerat (Fluostar Optima, BMG-Labtech) nach Herstellerangaben be-
stimmt. Dabei wurden 10 pl verdiinntes Lysat und je 50 ul Substrat fir die Firefly- bzw. Renil-
la-Luciferase verwendet. Die Messzeit fir das Reporter- bzw. Referenzsignal betrug jeweils
5 Sekunden. Die Ergebnisse der Messung wurden auf das Signal des Leervektors pSl-
check2-DEST normalisiert und dessen Luciferaseaktivitdt auf 100% gesetzt. Die Luciferase-

messungen wurden mindestens dreimal in Triplikaten durchgefiihrt.

3.2.5.4 2'0O-Methyl-RNA-Derepressionsanalysen

Die Aussaat der Zellen fir die Derepressionsanalysen erfolgte wie im vorherigen Abschnitt
fur die Repressionsanalysen beschrieben. AnschlieRend wurden die Zellen mit den entspre-
chenden 2°0O-Methyl-RNAs transfiziert. Der Transfektionsansatz wurde dabei nach den Her-
stellerangaben fir Lipofectamin 2000 (Invitrogen) hergestellt und verwendet und bestand
aus 100 pmol 2°0O-Methyl-RNA und 2,5 pl Lipofectamin 2000 in insgesamt 100 pl Opti-MEM.
Nach 6 h wurde das Medium abgenommen und durch 500ul frisches D-MEM ersetzt. Die
zweite Transfektion mit Reporter- und miRNA Vektoren und die anschlieBende Messung der

Luciferaseaktivitat wurden wie im vorherigen Abschnitt durchgefihrt.

3.2.6 Analyse der Apoptose

Die Effekte der KSHV-miRNAs auf die Apoptose wurde durch Messung der Caspase 3/7-
Aktivitdt und durch Annexin-V/Propidiumjodid-Farbung analysiert. Der Zelltod wurde durch
Inkubation mit 5uM Staurosporin (Sigma) fur 8 Stunden induziert. DMSO wurde dabei als

Kontrolle benutzt.

Fir die Annexin-V-Bindungsanalyse wurden 10° Zellen in 12-well Platten ausgesét, Uber
Nacht inkubiert und anschlielend Staurosporin (5uM) bzw. DMSO zugegeben. Adhéarente
Zellen wurden trypsiniert, in PBS gewaschen und in Bindepuffer resuspendiert. 1:100 ver-

dunntes Annexin-V-Allophycocyanin (BD Biosciences) und 2 pg/ml Propidiumjodid wurden
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zugegeben, die Zellen fir 15 min im Dunkeln inkubiert und anschliel3end im Durchflusszyto-

meter analysiert.

Fir den Caspase 3/7-Aktivitatstest wurden 2,5x10* HEK293-Zellen in 96-well Platten ausge-
sat und sofort Staurosporin (5uM) bzw. DMSO zugegeben. Die Caspase 3/7-Aktivitdt wurde
unter Verwendung des Caspase-Glo 3/7 Assay Kits (Promega) gemessen und gegen die
Proteinkonzentration normalisiert. Die Proteinmenge wurde mit Hilfe des DC-Protein-Assays
(BioRad) nach Angaben des Herstellers bestimmt.

Bindepuffer: 10 mM Hepes/NaOH (pH 7,4)

140 mM NacCl
2,5 mM CaCl,

3.2.7 Proteintechniken

3.2.7.1 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS)

Fir die FACS-Analysen wurden 1x10° Zellen nach Bedarf gefarbt, einmal mit FACS-Puffer
gewaschen, in 300 ul FACS-Puffer aufgenommen und in 5 ml BD Falcon Polystyrol Rundbo-
denrdhrchen Gberfuhrt. Die Vorwarts- und Seitwartsstreuung wurde verwendet, um tote Zel-
len und Zellreste aus der Messung auszuschliel3en. Die Messung erfolgte im FITC-A-Kanal
des FACS-Gerétes. Es wurden jeweils 30.000 Ereignisse gezahilt.

FACS Puffer: PBS mit:

0,02 % Natriumazid
2,5 % FCS

3.2.7.2 Pull Down von RISC-Komplexen und Isolierung von RNA

Fir die RISC-Immunprazipitationen (RISC-IP) wurden fir jedes Replikat jeweils 5x10° Zellen
verwendet. Diese wurden zweimal mit PBS gewaschen, in 10 ml frisch zubereiteten Lysepuf-
fer aufgenommen und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden anschlie3end durch
Zentrifugation bei 20.000 g fur 30 min bei 4°C gereinigt und bei -80°C gelagert. Lagerung bei
-80°C hatte keinen Einfluss auf die Effizienz der RISC-IP.

Die AGO2-Immunprazipitationen wurden mit einigen Modifikationen analog zu einem friher
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt'®. Dazu wurden 6ug eines gereinigten hAGO2-
Antikdrpers oder eines monoklonalen BrdU-Antikérpers (Kontrolle) zu 5 ml RPMI1640-
Medium gegeben und mit 60 pl Protein-G-Sepharose-Klgelchen (GE Healthcare) in Pierce-
Zenrifugenréhrchen (Thermo Scientific) unter konstanter Rotation bei 4°C Uber Nacht inku-
biert. AnschlieRend wurden die Saulen entleert, einmal mit Lysepuffer gewaschen und mit

5 ml Zelllysat fur 2,5 h unter konstanter Rotation bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wur-
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de die Sepharose zweimal mit IP-Waschpuffer und einmal mit PBS gewaschen. Zur Gewin-
nung der RNA wurden die Sepharose-Kugelchen mit 700 pl Qiazol fir 5 min inkubiert und die
Qiazol-Lysate anschlieRend gesammelt. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Die RNA
wurde aus den Lysaten unter Verwendung des miRNeasy Kits nach Herstellerangaben pra-
pariert. Unter Verwendung des miRNeasy-Systems (Qiagen) wurde die Gesamt-RNA aus
100 pl Zelllysat nach Angaben des Herstellers prapariert. Die RNA-Elution erfolgte mit 30 pl
Wasser.
Lysepuffer: 25 mM Tris HCL, pH7,5
150 mM KCL
2 mM EDTA
0,5 % NP-40

0,5 mMDTT
1 Protease-Inhibitor-Tablette pro 10 ml

IP-Waschpuffer: 300 mM NaCl
50 mM Tris HCL, pH 7,5
5 mM MGClI
0,1 % NP-40
1 mM NaF

3.2.7.3 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Zelllysate wurden durch Kochen der Zellpellets (5 min, 95°C) in Probenpuffer hergestellit.
Die Gelelektrophorese wurde in 12%-igen Polyacrylamid-Trenngelen durchgefiihrt, welche
mit einem 5%-igem Sammelgel Uberlagert waren. Die Auftrennung erfolgte bei 150 V fiir 1-2
Stunden. Die Proteine wurden mit Hilfe des Protean Il Systems (BioRad) nach Angaben des
Herstellers unter Verwendung von Transferpuffer auf Nitrocellulose-Membranen geblottet
(Nass-Blot, 100 V, 1 Stunde). Unspezifische Bindestellen wurden durch einstiindige Inkubati-
on in TBST (TBS, 0,05% Tween 20) mit 5% Magermilchpulver abgesattigt. Die Inkubation mit
dem ersten Antikérper (Verdinnung 1:300) erfolgte in 5 ml TBST bei 4°C Uber Nacht. Nach
finfmaligem Waschen mit je 100 ml TBST wurde mit dem entsprechenden zweiten Antikor-
per inkubiert. Fur die Fluoreszenz-basierten Western Blots wurden Alexa488-konjugierte An-
tikbrper verwendet (Verdinnung 1:200, 1 Stunde). Es folgten 5 Wasch-Schritte mit je 100 ml
TBST. Die Western Blots wurden in einem FLA-300 Fluoimager (Fuijifilm) gescannt und die
Proteine mit Hilfe der AIDA Image Analyzer Software v.4.00 (Raytest) quantifiziert. FUr die
Chemilumineszenz-basierten Western Blots wurde ein HRP-konjugierter Antikorper verwen-
det (Verdinnung 1:1000, 1 Stunde). Es folgten 5 Wasch-Schritte mit je 100 ml TBST. Die
Proteine wurden auf einem SuperRX-Film (Fujifilm) mit Hilfe des ECL-Chemilumineszenz

Systems (Pierce) visualisiert.
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Trenngel, 12%:

Sammelgel

Probenpuffer:

10x Laufpuffer

Transferpuffer (11):

2 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
1,25 ml Tris pH8,8
50 pl 10% SDS
1,675 ml Wasser
20 pl 10% APS
2,5 ul TEMED

1,35 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
0,625 ml Tris pH6,8
25 pl 10% SDS
1,53 ml Wasser
12,5 pl 10% APS
2,5 ul TEMED

62,5 0,5M Tris 6,8
10 % Glyzerol
2 % SDS
0,01 % Bromphenolblau

50 mM Tris
384 mM Glyzin
0,1 % SDS

5,8 g Tris Base
2,9 g Glyzin
0,37 SDS
200 ml Methanol
ad 1 | Wasser
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4  Ergebnisse

4.1 Herstellung und Charakterisierung von KSHV-miRNA exprimieren-

den Zelllinien

4.1.1 Herstellung stabiler Zelllinien

Mit Hilfe der Plasmide pLENTI6/V5-10/12, pLENTI6/V5-1-12 und pLENTI6/V5-eGFP wurden
rekombinante Lentiviren hergestellt, mit denen die B-Zelllinie DG75 und die Endothel-Zelllinie
EAHy 926 transduziert wurden. Dabei wurde jeweils eine Zelllinie hergestellt, welche die 10
intronischen miRNAs von KSHV enthalt (Nomenklatur: ,miRK10/12“ oder nur ,10/12%), und
eine, welche alle 12 KSHV-miRNAs enthélt (Nomenklatur: ,miRK1-12“ oder nur ,1-12%). Als
Kontrolle wurde dabei jeweils eine eGFP exprimierende Zelllinie hergestellt. Die Herstellung
der Expressionskonstrukte ist in Abschnitt 3.2.4.3 bzw. in Abb. 6 beschrieben. Vier Tage nach
der Transduktion waren in der Kontrolle die ersten grinen Zellen unter dem Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar. Ihr Anteil lag bei beiden Zelllinien bei ca. 5%. Zu diesem Zeitpunkt wurde
mit der Selektion mit 1 pg/ml Blasticidin begonnen. Nach ca. 6 Tagen unter Selektion betrug

die Anzahl griner Zellen in der Kontrolle ca. 40% der Gesamtzellzahl (Abb. 7).

Fluoreszenz Phasenkontrast

eGFP

miRK10/12

Abb. 7: GFP-Expression in den transduzierten Zelllinien.

Die DG75-Zelllinien wurden mit Hilfe von Lentiviralen Vektoren mit eGFP bzw. den KSHV kodierten miRNAs
(miRK10/12) transduziert und 4 Tage nach Transduktion unter Selektion mit 1pg/ml Blasticidin genommen.
Sechs Tage spéater wurde die Effizienz der Selektion im Fluoreszenzmikroskop tUberpruft. Die Anzahl griner Zel-
len betrug zu diesem Zeitpunkt in der eGFP-Transduktion ca. 40%. (Lange des Balkens: 100 pum)

Nach weiteren 3 Tagen wurde die Blasticidinkonzentration auf die jeweiligen Endkonzentrati-

onen (7,5 pg/ml fir lymphatische Zelllinien, 3,5 pg/ml fur Endothelzelllinien) erhéht. Um die
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Effizienz der Selektion abschatzen zu kdénnen, wurden die eGFP exprimierenden Zellen ca.
alle 3 Tage mittels Durchflusscytometrie analysiert und mit den eGFP-negativen Zelllinien
verglichen. Nach etwa 3 Wochen waren 100% der B-Zellen (Abb. 8) und der Endothelzellen

(nicht gezeigt) gruin, und die Zelllinien konnten fur weitere Experimente benutzt werden.
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Abb. 8: FACS-Analyse der eGFP-transduzierten DG75-Zelllinie nach Selektion mit Blasticidin.

Nach 3 Wochen unter Selektion mit Blasticidin wurde der Anteil der eGFP exprimierenden Zellen im FITC-Kanal
des Durchflusszytometers bestimmt. 100% der Zellen in der eGFP-transduzierten DG75-Zelllinie (dunkelgrau)
gaben ein eGFP Signal. Deswegen wurde von einer vollstdndigen Selektion durch Blasticidin ausgegangen. Zum
Vergleich ist eine der mit KSHV-kodierten miRNAs transduzierten Zelllinien (hellgrau) gezeigt. Es wurden jeweils

30.000 Ereignisse gemessen.

4.1.2 Nachweis von KSHV-kodierten miRNAs

4.1.2.1 Northern Blot zum Nachweis von miRNAs

Fur eine erste Abschatzung, ob die transduzierten Zellen KSHV-kodierte miRNAs produzie-
ren, wurde ein Northern Blot zur Detektion der miRNA miRK12-3-5p im Labor von Sébastien
Pfeffer (IBMP, Strasbourg) durchgefiihrt (Abb. 9). Die miRNA lie3 sich deutlich in den Zellli-
nien nachweisen, welche mit den intronischen miRNAs (10/12) transduziert worden waren.
Die KSHV-positive PEL-Zelllinie BCBL-1 diente als Positivkontrolle. Die verwendete Sonde
war komplementéar zu der reifen miRNA miRK12-3-5p. Die miRNA erschien nach der Detek-
tion in zwei Banden, welche den erwarteten Gré3en der pra-miRNA (70 bp) und der maturen
mMiRNA (23 bp) entsprachen. In den Zelllinien, welche mit allen 12 KSHV-kodierten miRNAs
(1-12) transduziert worden waren, war die Expression bedeutend schlechter: In den B-Zellen
war das Signal sehr schwach ausgepragt, und in den Endothelzellen nicht erkennbar. In der
KSHV-negativen B-Zelllinie BL41 und in den eGFP-transduzierten Zellen war, wie erwartet,

kein spezifisches Signal erkennbar.

51



Ergebnisse

DG75 EaHy

BCBL1
BL41
eGFP
10/12
1-12
eGFP
10/12
1-12

.
-
3

KSHV miRK12-3-5p

i i EtBr-Farbung

[ 1
=
=

&

Abb. 9: Nachweis der miRK12-3-5p in den transduzierten Zelllinien durch Northern-Blot.

Aus den transduzierten Zelllinien wurde die Gesamt-RNA isoliert. 30 pg wurden auf ein denaturierendes Polyac-
rylamidgel (15%) aufgetragen und durch Northern Blot unter Verwendung einer zu miRK12-3-5p komplementa-
ren, ¥P-markierten Sonde analysiert. Die miRNA lasst sich in der KSHV-positiven Zelllinie BCBL-1 und in den mit
intronischen miRNAs transduzierten Zelllinien nachweisen. Man sieht eine Doppelbande, entsprechend der préa-
mMiRNA und der reifen miRNA (70 bzw. 23 bp, Marker nicht gezeigt). Als Ladekontrolle (untere Bildhalfte) wurde
das gleiche Gel mit EtBr angefarbt (Sébastien Pfeffer).

4.1.2.2 Bestimmung von miRNAs mittels Realtime-PCR

Der Nachweis von miRNAs in Northern-Blots ist sehr zeitaufwendig. Auch ist die Quantifizie-
rung durch densiometrische Bestimmung der Bandenintensitat nicht sehr genau. Aus diesem
Grund wurde der schnelle und unkomplizierte quantitative Nachweis der Micro-RNAs etab-
liert. Dazu wurde eine von Shi und Chiang entwickelte Echtzeit-PCR-Methode zum Nachweis
von reifen miRNAs in Arabidopsis thaliana ** fiir die Detektion von allen KSHV-kodierten
mMiRNAs und Kontroll-RNAs (let7, 5.8S) im Light-cycler (Roche) modifiziert (Abb. 10 A). In
dieser Publikation wurde auch die Spezifitat fur reife, d.h. fertig prozessierte miRNAs gezeigt.
Mit dieser Methode wurden alle KSHV-miRNAs in den B-Zelllinien und in den Endothelzellli-
nien analysiert. Um lediglich einen qualitativen Nachweis der miRNA-Expression zu fihren,
wurde ein deutlicher Unterschied zwischen den Ci-Werten fir miRNA exprimierende Zellen
und Kontrollzellen als Unterscheidungsmerkmal herangezogen. Dies ist in Abb. 10 B fir die
zwei Micro-RNAs miRK12-2 und miRK12-6-3p in den B-Zelllinien gezeigt. Die KSHV-positive
Zelllinie BCBL-1 exprimierte die miRNAs am starksten (niedrigster Ct-Wert), gefolgt von der
Zelllinie DG75miRK10/12. Auch hier war die Expression in der Zelllinie DG75miRK1-12, wie
bereits fur miRK-3 im Northern Blot beobachtet, bedeutend schwécher. Der Grund dafr ist

nicht bekannt, aber dieser Effekt wurde auch fur die anderen miRNAs beobachtet. Daher
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wurde in den weiteren Experimenten nur mit den Zelllinien weitergearbeitet wurde, welche

lediglich die intronischen miRNAs exprimieren.

Grundsatzlich bildete sich in den PCRs nach einer entsprechend hohen Zahl PCR-Zyklen
auch dann ein Produkt, wenn cDNA aus den Kontroll-Zelllinien verwendet wurde. Es wurde
postuliert, dass es sich dabei um unspezifisches PCR-Produkt handelte. Um dies zu Uber-
prufen, wurden die PCR-Produkte auf einem 2,5%igem Agarosegel aufgetrennt. Nur bei den
KSHV-miRNA exprimierenden Zelllinien wurde dabei ein spezifisches Produkt in der erwarte-
ten GréRRe von 66 bp, entsprechend der Lange der maturen miRNA plus des Adapters, ge-
bildet (Abb. 10 C). Um die Spezifitdt dieser Nachweismethode fir reife miRNAs in einem
weiteren Experiment zu zeigen, wurden die Produkte der RT-PCRs der miRNAs miRK12-5
und miRK12-11 in den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert und sequenziert. Die Sequenzen
entsprachen in beiden Fallen der reifen, prozessierten miRNA (Daten nicht gezeigt).

Es wird angenommen, dass die Abundanz der Micro-RNAs auch ihre Funktion in der Zelle
beeinflusst. Daher sollte die Expression der miRNAs im Vergleich zur ,physiologischen®
Situation untersucht werden. Als physiologisch wurde dabei die Expressionsstarke der
MiRNASs in der KSHV-positiven Zelllinie BCBL-1 angenommen. Um die Expressionsstarken
vergleichen zu koénnen, wurden Standardkurven fir die Detektion von miRNAs mit Hilfe
synthetischer RNAs erstellt. In Abb. 10 D ist die Standardkurve bei der Detektion der miRNA
mMiRK12-2 gezeigt. Die Gerade zeigt eine Steigung von -3,835 Ci-Werten pro Log-Stufe der
miRNA-Konzentration (BestimmtheitsmaR R?=0,9997). Diese Werte wurden auch fiir die
miRNAs miRK12-5 (y=-3,816; R*=0,9908) und miRK12-11 (y=-3,994; R?=0,9980) ermittelt.
Aus den drei Werten ergab sich also eine mittlere Steigung von -3,88 C-Werten pro Log-
Stufe der miRNA-Konzentration. Das bedeutet, dass eine Erhohung der miRNA-
Ausgangskonzentration um den Faktor 10 eine Verschiebung der Amplifikationskurve um
3,88 Zyklen nach vorne bewirkt. Da gilt ,10,00=1,81%%% |asst sich fiir die Bestimmung der
Konzentration von miRNAs sagen, dass die Zunahme um einen Ci-Wert einer 1,81-fach
geringeren Ausgangskonzentration der miRNA entspricht. Mit Hilfe der Formel ,x=1,81*°"
lieBen sich somit die miRNA-Konzentrationen in den transduzierten Zelllinien und in den
BCBL-Zellen vergleichen. X entsprach dabei dem Vielfachen der miRNA-Konzentration. In
Tab. 2 sind in den ersten beiden Spalten die Ergebnisse zusammengefasst. Die
Expressionsstarke bzw. die Effizienz der Prozessierung der miRNAs war in den
transduzierten Zelllinien fir einige miRNAs &hnlich der physiologischen Situation. Die
meisten MiRNAs waren schwacher exprimiert. Die miRNAs miRK12-4-5p und miRK12-11
waren kaum nachweisbar, und fir die miRNAs miRK7 und miRK8 konnte keine spezifische
PCR etabliert werden.
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Abb. 10: Nachweis von miRNAs durch Echtzeit-PCR.

(A) Schematische Darstellung des RT-PCR-Nachweises von reifen miRNAs. Die miRNA wird durch die Poly-A-
Polymerase am 3‘-Ende verléangert. Der Poly(T)-Adapterprimer bindet, da er degeneriert ist, unmittelbar an das
3-Ende der miRNA und ermdglicht die Erststrangsynthese. Die PCR erfolgt unter Verwendung je eines miRNA-
spezifischen und eines Adapter-spezifischen Primers.

(B) Gezeigt sind die Amplifikationskurven beim Nachweis von Micro-RNAs unter Verwendung der spezifischen
Primer RTmiRK2for und RTmiRK6(3p)for in den Zelllinien BCBL-1, DG75miRK10/12, DG75miRK1-12 und DG75
eGFP. (+) Bezeichnet die Positivkontrollen fir diese 4 Zelllinien unter Verwendung des spezifischen Primers
RTHs5.8Sfor, welcher an die Sequenz der ubiquitdr vorkommenden 5.8S ribosomalen RNA bindet.
(C) Die PCR-Produkte der Realtime-PCRs mit den DG75-Zelllinien wurden auf ein 2,5%iges Agarosegel auf-
getragen. Nur bei den Zelllinien, welche die entsprechenden miRNAs enthalten, sieht man ein spezifisches PCR-
Produkt in der erwarteten GroRRe.

(D) Die Standardkurven der RT-PCR wurden mit Hilfe von RNA-Oligonukleotiden hergestellt, welche der jeweili-
gen reifen miRNA entsprachen. Gezeigt ist das Ergebnis fur miRK12-2. Die Verdinnungen entsprechen (von links

nach rechts) 6x10*, 6x10°, 6x10® und 6x10™° Kopien.
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Tab. 2: Quantifizierung von KSHVY miRNAs durch gPCR

Die Expressionsstarke der KSHV-miRNAs in DG75miRK10/12-, EaHymiRK10/12- und BCBL-1 Zellen wurde
mittels quantitativer PCR verglichen. Fiur einige der miRNAs wurde die Kopienzahl pro Zelle in der BCBL-1-
Zelllinien bestimmt. Abklrzungen: n.s.= Es konnte unter den verwendeten Bedingungen kein spezifisches PCR-
Signal erhalten werden; n.d.= absolute Quantifizierung nicht durchgefiihrt.

DG75miRK10/12 EaHymiRK10/12 BCBL-1
Expressionstarke Expressionstéarke Kopienzahl pro Zelle
relativ zu BCBL-1 relativ zu BCBL-1
miRK12-1 30% 17% n.d.
miRK12-2 36% 17% 935
miRK12-3-5p 7% 51% 51507
miRK12-4-5p 1% 0% n.d.
miRK12-4-3p 11% 4% 9799
miRK12-5 23% 15% 126
miRK12-6-5p 117% 45% 13312
miRK12-6-3p 40% 20% 3543
miRK12-7 n.s. n.s. n.s.
miRK12-8 n.s. n.s. n.s.
miRK12-9-5p 16% 12% n.d.
miRK12-11 0% 0% n.d.

Fur 6 der KSHV-kodierten miRNAs wurde die absolute Kopienzahl (Kopien pro Zelle) in
BCBL-1-Zellen bestimmt. Hierfir wurde unter Verwendung spezifischer Standards (syntheti-
sche miRNAs) die jeweilige miRNA-Kopienzahl pro pg RNA bestimmt. Auf3erdem wurde fur
die BCBL-1-Zelllinie die RNA-Menge berechnet, welche sich mit der verwendeten Methode
(Trizol-Extraktion) durchschnittlich aus einer einzelnen Zelle isolieren lasst (35 pg RNA pro
Zelle). Aus diesen Werten liel3 sich auf die Kopienzahl pro Zelle zurtickrechnen. Die Ergeb-
nisse sind in der dritten Spalte von Tab. 2 zusammengefasst. Fir drei der miRNAs, namlich
MiRK12-3-5p, miRK12-4-3p und miRK12-6-5p, wurden dabei sehr hohe Kopienzahlen
(=210.000 Kopien pro Zelle) gefunden.

4.2 Etablierung eines Luciferase-Reportersystems

Fur die Untersuchung von regulatorischen Effekten der KSHV-miRNAs durch Interaktionen
mit den 3’'UTRs zelluldrer Gene wurde ein Luciferase basiertes Testsystem etabliert. Dieses
basiert auf dem Vektor pSicheck2-DEST (siehe Abschnitt 3.2.5.1), in welchen sich verschie-
dene 3'UTRs schnell und effizient hinter die kodierende Sequenz der Firefly-Luciferase (Fluc)
klonieren lassen. Die 3'UTRs konnen unter Umstanden regulatorisch auf die Luciferase wir-
ken. Die Expressionsstarke der Firefly-Luciferase lasst sich mit Hilfe eines geeigneten Sub-

strates im Lumiometer bestimmen.
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4.2.1 Repression des Luciferase-Signals durch KSHV-kodierte miRNAs

Um abzuschatzen, wie stark die regulatorische Wirkung der KSHV-kodierten miRNAs ist,
bzw. um fur die verwendeten miRK10/12-Expressionsvektoren eine biologische Aktivitat der
kodierten miRNAs zu beweisen und um eine Positivkontrolle flr spatere Experimente zu ha-
ben, wurden pSicheck2-Reporterkonstrukte hergestellt, welche eine komplementare Se-
quenz gegen die miRNA miRK12-4-3p besitzen (siehe Abschnitt 3.2.5.2). Die komplementare
Sequenz war in einem Fall perfekt (Abb. 11 A) und enthielt im anderen Fall drei Fehlpaarun-
gen (Abb. 11 B). Wenn die beiden Reporterkonstrukte mit dem KSHV-miRNA exprimierenden
Vektor pcDNAmMIRK10/12 in HEK 293-Zellen kotransfiziert wurden, so wurde das Luciferase-
Signal im Vergleich zur Kontrolle in beiden Féallen deutlich abgeschwacht. Die Repression
betrug im Fall des perfekt komplementaren Konstruktes 88% und bei dem nicht vollsténdig
komplementaren Konstrukt 73% (Abb. 11 C). Auch fur drei weitere miRNAs wurde ein ent-
sprechendes (unvollstandig komplementares) Reporterkonstrukt hergestellt und getestet:
miRK12-1 (63% Repression), miRK12-6-3p (63% Repression) und miRK12-11 (57% Repres-
sion).
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Abb. 11: Repression des Luciferase Signals durch miRK12-4-3p

Gezeigt sind die vorhergesagten Interaktionen zwischen der miRNA miRK12-4-3p (griin) und der perfekt kom-
plementéren Ziel-Sequenz (A, rot) bzw. der unvollstindigen Target-Sequenz (B, rot). Die mittleren freien Energien
(mfe) betragen jeweils -46,4 kcal/mol bzw. -36,4 kcal/mol. Die Vorhersagen wurden mit dem RNA-Hybrid-
Algorithmus'’® berechnet.

(C) Die Kontroll-Luciferasevektoren wurden mit dem KSHV-miRNA exprimierenden Vektor pcDNAmMiRK10/12
kotransfiziert (grau). Dabei wurde das Luciferase-Signal durch die miRNA herunterreguliert. Als Kontrolle wurde
der leere Vektor pcDNA benutzt (schwarz). Bei perfekter Komplementaritat war das Luciferase-Signal um 88%
reduziert, bei imperfekter Komplementaritat um 73%.
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4.2.2 Derepression des Luciferase-Signals durch 2°-O-Methyl RNAs

Regulatorische Effekte, welche durch miRNAs vermittelt werden, lassen sich durch
sequenzspezifische Inhibition der betreffenden miRNA aufheben. Als Inhibitor lassen sich
RNA-Oligonukleotide verwenden, deren Basen durch eine 2‘-O-Methylgruppe modifiziert und
deren Sequenz komplementar zu der betreffenden miRNA ist (sogenannte AntagomiRs). Um
dieses System zu etablieren, wurden AntagomiRs gegen die entsprechenden KSHV-
kodierten miRNAs synthetisiert. Als Kontrolle diente ein AntagomiR gegen die EBV-kodierte
MiRNA BHRF-1. Anhand der im letzten Abschnitt gezeigten Interaktion zwischen der miRNA
mMiRK12-4-3p und den komplementdren Sequenzen wurde getestet, welches
Transfektionsreagenz am besten fiir die AntagomiRs geeignet ist und wie hoch die optimale
Konzentration der AntagomiRs ist. Aus Abb. 12 A ist ersichtlich, dass nur bei der Verwendung
von Lipofectamin 2000 eine nahezu vollstdndige Derepression des Luciferase-Signals
erreicht werden konnte. Abb. 12 B zeigt die dosisabhangige Derepression des
Reporterkonstrukts. Bei einer Konzentration von 50pmol 2°-O-Methyl RNA pro
Transfektionsansatz (in 500ul, entsprechend 100nM), war die maximale Derepression
erreicht. Aus diesen Ergebnissen wurde die Standard-Transfektionsmethode entwickelt, die
in Abschnitt 3.2.5.4 beschrieben ist und welche fir alle weiteren Luciferase-Experimente
verwendet wurde.
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Abb. 12: Transfektion von 2‘-O-Methyl RNAs

(A). 50 pmol des spezifischen AntagomiRs gegen miRK12-4-3p wurden unter Verwendung verschiedener Trans-
fektionsreagenzien in HEK 293-Zellen transfiziert. Die Kontrolle wurde ohne Transfektionsreagenz durchgefihrt.
AnschlieBend wurde der Luciferase-Reporter (miRK12-4-3p perfect match) mit dem KSHV miRNA-
Expressionsvektor pcDNA miRK10/12 bzw. dem Kontrollvektor kotransfiziert.

(B) HEK 293-Zellen wurden unter Verwendung von Lipofectamin mit unterschiedlichen Konzentrationen des An-
tagomiRs gegen miRK12-4-3p transfiziert. AnschlieRend wurde der Luciferase-Reporter (miRK12-4-3p imperfect
match) mit dem KSHV-miRNA-Expressionsvektor pcDNA miRK10/12 bzw. dem Kontrollvektor kotransfiziert.
50 pmol AntagomiR pro Transfektionsansatz (500ul) sind ausreichend, um eine nahezu vollstandige Aufthebung
des miRNA-Effektes zu vermitteln.
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4.3 Microarray-Analysen identifizieren Caspase 3 als Ziel-Gen flr
KSHV-kodierte miRNAs

4.3.1 Microarray-Analysen der KSHV-miRNA exprimierenden Zelllinien

Die kanonische Wirkungsweise von miRNAs ist die Inhibition der Translation des betroffenen
Proteins. Es ist aber auch bekannt, dass miRNAs die mRNAs ihrer Ziel-Gene destabilisieren
kénnen. Deshalb wurden RNA-Microarrays bereits erfolgreich angewendet, um Ziel-Gene flr

135 Aus diesem Grund wurde zunachst eine relativ einfache

zellulare miRNAs zu identifizieren
Strategie benutzt, um Ziel-Gene fir die miRNAs von KSHV zu identifizieren: Ein genomwei-
ter Microarray Screen, kombiniert mit einer bioinformatischen Analyse zum Auffinden von
SEED-Sequenzen in den 3'UTRs der Kandidatengene. Zu diesem Zweck wurden die Zellli-
nien EaHy-eGFP und EaHy-miRK10/12 bzw. die Zelllinien DG75-eGFP und DG75-

MiRK10/12 auf Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Arrays analysiert.

Aus den resultierenden Genlisten wurden die Transkripte ausgesucht, welche in die engere
Wahl als Kandidaten fir KSHV-miRNA-regulierte Gene kamen. Dies geschah nach folgen-
den Kriterien: Wenn Gene durch miRNAs reguliert werden, so ist ein destabilisierender Effekt
auf die mRNAs nicht besonders stark. Daher wurden die Gene ausgesucht, welche in den
Microarrays signifikant zwischen 1,7-fach und 4-fach durch KSHV-miRNAs herunter reguliert
wurden. Da das Vorhandensein einer SEED-Paarung als eine wichtige Voraussetzung fir
miRNA-Regulation betrachtet wird, mussten die Transkripte mindestens einen solchen Match
fur KSHV-miRNAs aufweisen. Durch dieses Vorgehen wurden in der DG75-Zelllinie 463 Ge-
ne identifiziert, welche diesen Kriterien entsprachen. In der EaHy-Zelllinie waren es 825. Da-
bei gab es 93 Gene, welche in beiden Zelltypen reguliert waren. Die Gene, fir welche diese

Kriterien zutrafen, sind im Anhang 7.2 gezeigt.

4.3.2 ldentifizierung der Caspase 3 als Ziel-Gen fur KSHV-kodierte miRNAs

Aus den Listen, welche mit Hilfe der oben genannten Kriterien erstellt worden waren, wurden
einige Gene fir die Validierung ausgewahlt. In erster Linie wurden diese aufgrund ihrer bio-
logischen Funktion ausgesucht. Die 3’'UTRs dieser Kandidaten wurden hinter das Luciferase-
Gen des Vektors pSicheck2-DEST kloniert. Insgesamt wurden 15 3'UTRs kloniert (Tab. 3).
Die Luciferase-Assays wurden mindestens dreimal in Triplikaten durchgefiihrt. Als Positiv-
kontrollen diente diesmal zusatzlich die 3UTR des Genes SPP1, welches in einer vorherge-
henden Publikation als Zielgen fiir KSHV-miRNAs identifiziert worden war*®*. Von allen klo-
nierten Kandidaten verursachten allerdings nur zwei 3’'UTRs, namlich jene der Caspase 3

(Casp3) und des RAD51-assoziierten Proteins, eine reproduzierbare und klare Repression

58



Ergebnisse

der Luciferase-Aktivitat, wenn sie mit den KSHV-miRNAs kotransfiziert wurde (Abb. 13). Alle

anderen 3'UTRs verursachten keinen messbaren Effekt (Daten nicht gezeigt).

Tab. 3: Kandidaten fir Luciferase Assays

Die Tabelle enthalt die Gene, deren 3'UTRs fir die Untersuchung des Einflusses von KSHV-kodierten miRNAs in
den Vektor pSicheck?2 kloniert wurden.

Gensymbol Gen Name Ergebnis
CCNT2 Cyclin T2 Nicht reguliert
cbC7 cell division cycle 7 homolog Nicht reguliert
CENPF centromere protein F Nicht reguliert
NEK3 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 3 Nicht reguliert
FANCG Fanconi anemia, complementation group G Nicht reguliert
RBBPS retinoblastoma binding protein 5 Nicht reguliert
TTK TTK protein kinase Nicht reguliert
MCM4 minichromosome maintenance complex component 4 Nicht reguliert
DUSP6 dual specificity phosphatase 6 Nicht reguliert
MDM2 Mdm2 p53 binding protein homolog Nicht reguliert
TNFAIP1 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 Nicht reguliert
CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase Reguliert (siehe Abb. 13)
IRF2 interferon regulatory factor 2 Nicht reguliert
TBK1 TANK-binding kinase 1 Nicht reguliert
RAD51AP1 RAD51 associated protein 1 Reguliert (siehe Abb. 13)
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Abb. 13: Die Caspase 3 wird durch die miRNAs von KSHV reguliert

Die 3'UTRs der ausgewahlten Transkripte wurden in den Luciferase-Reporter pSicheck2 kloniert, welcher zu-
sammen mit dem KSHV-miRNA-Expressionsvektor (grau) bzw. einem Kontrollvektor (schwarz) transfiziert wurde.
Die Ko-Expression von KSHV-kodierten miRNAs fuhrt zu einer klaren Repression des Luciferase-Signals bei dem
Luciferase-CASP3-3'UTR-Fusionskonstrukt. Als Kontrolle diente neben dem Konstrukt mit der unvollstédndig kom-
plementédren miRK12-4-3p-Bindestelle die 3'UTR von SPP1. SPP1 war in einer friheren Publikation® als Ziel-
Gen fur KSHV-kodierte miRNAs identifiziert worden.
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4.3.3 Zellulare Caspase 3 wird durch KSHV-miRNAs reguliert

Um den Effekt der KSHV-miRNAs auf die endogene Caspase 3 zu messen, wurden mit Hilfe
des lentiviralen Transduktions-Systems HUVEC-Zelllinien hergestellt, welche die introni-
schen KSHV-miRNAs stabil exprimieren. In diesen Zellen konnte eine Reduktion der endo-

genen Caspase 3 im Vergleich zu der eGFP-Kontrolle um 60% beobachtet werden (Abb. 14).
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Abb. 14: Die endogene Caspase 3 in HUVEC-Zellen wird durch KSHV miRNAs reguliert

(A) Mit Hilfe rekombinanter Lentiviren wurden HUVEC-Zelllinien hergestellt, welche entweder eGFP oder die
intronischen KSHV-miRNAs exprimieren. Aus den Zellen wurden Lysate hergestellt, welche mittels Western Blot
mit einem Casp3-spezifischen Antikdrper analysiert wurden. (B) Die Proteinmengen wurden densiometrisch be-
stimmt und auf die Intensitaten der Tubulin-Banden normalisiert. In HUVEC Zellen, welche eGFP oder die introni-
schen miRNAs von KSHV exprimieren, wird die Caspase 3 um ca. 60% herunter reguliert. (Zelllinien und Wes-

tern-Blot: Liisa Lappalainen).

4.3.4 miRNAs von KSHYV inhibieren die chemisch induzierte Apoptose

Die Caspase 3 spielt eine Schliisselrolle wahrend des programmierten Zelltodes. Es ist eines
der wichtigsten Proteine der Apoptose. Als Effektor-Caspase spaltet es eine Reihe von
Schliisselenzymen der Apoptose® . Die Daten im letzten Abschnitt gaben einen starken
Hinweis darauf, dass die miRNAs von KSHV einen direkten negativen regulatorischen Ein-
fluss auf Caspase 3 besitzen. Daher stellte sich natirlich die Frage, ob diese miRNAs auch
eine messbare Auswirkung auf die zellulare Apoptose haben. Die folgenden Experimente,
welche zur Beantwortung dieser Fragen durchgefiihrt wurden, entstanden in enger Zusam-
menarbeit mit Guillaume Suffert aus dem Labor von Sébastien Pfeffer (IBMP, Strasbourg)

und Liisa Lappalainen aus dem Labor von Paivi Ojala (Biomedicum, Helsinki).

Es wurde untersucht, ob die KSHV-kodierten miRNAs die Zelle vor Apoptose schiitzen kon-
nen. Zu diesem Zweck wurde mit dem Vektor pcDNA miRK10/12 eine HEK293-Zelllinie her-
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gestellt, welche die intronischen miRNAs von KSHV nach Induktion durch Doxycyclin expri-
miert. Dazu wurde das Flp-In T-Rex-293-System (Invitrogen) verwendet. Als Kontrolle diente
eine Zelllinie, die mit dem leeren Vektor pcDNA5 hergestellt worden war. Die induzierbare
Expression der miRNAs wurde mittels Northern Blot hachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Im
ersten Experiment wurden die Zellen mit Staurosporin, einem gut charakterisierten Apopto-
se-Induktor'®*, behandelt. Die Zellen wurden dazu in Doxycyclin-haltigem Medium kultiviert
und fur 8 Stunden mit Staurosporin bzw. DMSO als Kontrolle inkubiert. Um den Effekt dieser
Behandlung auf die Apoptose zu messen, wurde Allophycocyanin (APC)-markiertes Annexin-
V benutzt. Dieses bindet an Phosphatidylserin, einen Oberflachenmarker auf frihen apopto-
tischen Zellen'’. Zusatzlich wurden die Zellen mit Propidiumjodid, einem Marker fiir nekroti-

sche bzw. spat apoptotische Zellen, gefarbt.
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Abb. 15: KSHV-miRNAs vermindern die Staurosporin-induzierte Apoptose in HEK293-Zellen
(A) Je 10° Zellen wurden mit Doxycyclin (1ug/ml) induziert, fiir 8 Stunden mit Staurosporin (5uM) bzw. DMSO als
Kontrolle inkubiert und anschlieend fiir 15 min mit Annexin-V-APC (BD-Biosciences, 1:100) gefarbt. In den
K10/12-Zellen wird, im Gegensatz zur Kontrolle, durch Staurosporin keine Apoptose induziert. (B) Je 10° Zellen
wurden entweder mit Doxycyclin (1pg/ml) inkubiert oder nicht induziert. Anschlieend wurde die mit 5uM Stau-
rosporin fir 8 Stunden induziert, und die Zellen wurden dann fir 15 min mit Annexin-V-APC (BD-Biosciences,
1:100) gefarbt. Die Induktion der Genexpression durch Doxycyclin fuhrt in den K10/12-Zellen zu einer Hemmung
der Staurosporin-induzierten Apoptose, angezeigt durch eine Verminderung der Annexin-V-Expression. Das APC-
Signal wurde in beiden Experimenten durch FACS-Analyse gemessen. Das Gate wurde so gesetzt, dass nekroti-
sche Zellen (Positive Propidiumiodidfarbung) nicht gemessen wurden. Es wurden je 30.000 Ereignisse gemessen
(Guillaume Suffert).
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Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass die Kontrollzellen eine verstarkte An-
nexin-V-Bindung im Vergleich mit der DMSO-Kontrolle zeigten. Im Gegensatz dazu zeigten
die KSHV-miRNA exprimierenden Zellen keine signifikante Verschiebung der Annexin-V-
Bindung (Abb. 15 A). In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der Induktion der
MiRNA-Expression gezeigt (Abb. 15 B). Hierbei wurde die Apoptose in allen Zellen durch
Staurosporin induziert und die Zellen ebenfalls mit Annexin-V-APC und Propidiumiodid ge-
farbt. Wenn die miRNA-Expression durch Zugabe von Doxycyklin induziert wurde, so war
eine deutliche Verminderung der Apoptose-Induktion im Gegensatz zu den Nicht-induzierten

Zellen zu sehen.

Dartuber hinaus wurde der Effekt der KSHV-miRNA-Expression auf die B-Lymphozyten Zell-
linie DG75 untersucht. Die Behandlung mit 5uM Staurosporin induzierte deutlich die Annexin-
V-Bindung auf den DG75 eGFP-Zellen. Dieser Effekt war in den KSHV-miRNA (miRK10/12)
exprimierenden Zelllinien deutlich reduziert (Abb. 16).
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Abb. 16: KSHV-miRNAs vermindern die Staurosporin-induzierte Apoptose in B-Zellen

Die eGFP bzw. miRK10/12 exprimierenden DG75-Zelllinien wurden 8 Stunden lang mit DMSO bzw. 5uM Stau-
rosporin behandelt, und das Signal von Annexin-V bzw. Propidiumjodid wurde durch FACS-Analyse gemessen.
Im Fall der KSHV-miRNA exprimierenden DG75-Zelllinie (*) wird, im Vergleich zur Kontrolle (**), bei 45% weniger
Zellen die Apoptose induziert (Guillaume Suffert).
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4.3.5 KSHV-miRNAs inhibieren die Aktivitat der zellularen Caspase 3

Zuletzt untersuchten wir auch noch die Aktivitat der Effektor-Caspasen durch die Verwen-
dung von DEVD-Aminoluciferin. Dabei handelt es sich um ein Substrat fir Casp3 und Casp?,
dessen Umsatz in einem Luciferase-Assay messbar ist. In Abb. 17 ist erkennbar, dass die
Casp3/7-Aktivitaten nach der Induktion der KSHV-miRNA-Expression mit Doxycyclin deutlich
absinken, wahrend sie in der Kontrolle (ein Vektor welcher die zellulare miR206 exprimiert)

nahezu unverandert bleibt.
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Abb. 17: KSHV-miRNAs inhibieren die Caspase 3/7-Aktivitat in HEK293-Zellen

Die induzierbaren HEK293-Zellen, welche entweder die Kontrolle miR 206 oder die intronischen KSHV-kodierten
miRNAs exprimieren, wurden entweder mit oder ohne Doxycyclin kultiviert und fur 8 Stunden mit DMSO oder
2 ug bzw. 5 pg Staurosporin behandelt. Die Casp3/7-Aktivitat wurde im Anschluss gemessen und gegen die Ge-
samtproteinmenge normalisiert. Die prozentualen Ergebnisse sind relativ zum starksten gemessenen Wert (Kon-

trolle (miR206), -Dox, 5 uM Staurosporin) angegeben (Guillaume Suffert).

Mit diesen Experimenten wurde gezeigt, dass die miRNAs von KSHV die Capase3 regulie-
ren kdnnen, was sich in einer verminderten Proteinmenge und einer verminderten Aktivitat
ausdrickt. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Expression von KSHV-miRNAs die Apoptose
inhibieren kann. Ob dabei ein unmittelbarer Zusammenhang besteht und ob die Caspase 3
dabei der einzige apoptotische Faktor ist, welcher durch die KSHV-miRNAs reguliert wird,

muss in weiteren Experimenten gezeigt werden.
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4.4 ldentifizierung von Ziel-Genen von KSHV-miRNAs durch

RISC-Immunprazipitation

4.4.1 RISC-Immunprazipitation aus humanen B-Zellen

In den letzten Abschnitten wurde gezeigt, dass es grundsatzlich moglich ist, Zielgene fur
KSHV-miRNAs zu identifizieren, wenn mittels Microarrays die Gesamt-RNA aus KSHV-
MiRNA exprimierenden Zellen analysiert wird. Diese Methode hat aber auch etliche Nachtei-
le, da sie wenig spezifisch und fehleranfallig ist. Daher wurde versucht, fir diesen Zweck
eine bessere Methode zu etablieren.

In mehreren aktuellen Publikationen wurde die Immunprézipitation von RISC-Komplexen,
gefolgt von Microarray-Analysen der gefallten mRNAs, angewendet, um Ziel-Gene fir zellu-
lare miRNAs zu identifizieren 81919 it Hilfe eines kiirzlich beschriebenen monoklonalen

181

Antikodrpers gegen das humane Argonaute-Protein AGO2 (a-Ago2; 11A9)"" wurde ein opti-
miertes Protokoll etabliert, welches es ermdglicht, RISC-Komplexe zu reinigen. In der Folge
sollten daran gebundene miRNAs und mRNAs isoliert werden (RISC-Immunprazipitation,
abgekdrzt: RISC-IP). Ein monoklonaler Antikdrper gegen BrdU (Abcam) diente in allen Expe-
rimenten als Kontrolle fir unspezifische Isolierung von RNA. Die Methode ist in Abschnitt
3.2.7.2 beschrieben. Die RNA, welche aus den Prazipitationen gewonnen wurde, konnte

durch Microarray Analysen oder durch quantitative PCRs untersucht werden.

4.4.2 Anreicherung von miRNAs durch RISC Immunpréazipitation

Damit die KSHV-kodierten miRNAs ihre biologische Funktion entfalten kdbnnen, miissen sie
an die RISC-Komplexe gebunden werden. Um zu untersuchen, ob dies fir die miRNAs von
KSHV nachweisbar ist, wurden die RISC-Komplexe aus der Zelllinie DG75miRK10/12 mit
Hilfe des AGO2-Antikdrpers prazipitiert und die daran gebundene RNA isoliert. Parallel dazu
wurde Gesamt-RNA aus dieser Zelllinie isoliert. Die isolierten KSHV-kodierten miRNAs
wurden durch die in Abschnitt 4.1.2.2 beschriebene Methode quantifiziert. Analog zu den dort
beschriebenen Experimenten konnten die Anreicherungsfaktoren durch Vergleich der C;-

Werte nach den folgenden Formeln berechnet werden:

Anreicherung =1 81(CtGesamtRNA)—(CtAGOZIP)
bzw.

Anreicherung = 1,81 CtBrdU Kontrolle — CtAGO2IP
)
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Aus Tab. 4 ist ersichtlich, dass sich durch RISC-Immunprézipitationen alle untersuchten
mMiRNAs deutlich anreichern lassen. Das bedeutet, dass sie mit den Proteinen des RISC-
Komplexes assoziiert sind. Dies war zum einen ein weiterer deutlicher Hinweis darauf, dass
die KSHV-kodierten miRNAs in humanen B-Zellen biologisch aktiv sind, zum anderen zeigte

es auch, dass das verwendete Protokoll fur die Isolierung von RISC-Komplexen geeignet ist.

Tab. 4: Anreicherung von KSHV-kodierten miRNAs durch RISC-Immunpréazipitation

Die Ci-Werte sind jeweils fir die gPCRs mit Gesamt-RNA, der RISC-Immunprazipitation und der Kontroll-lmmun-
prézipitation angegeben. Aus den Ct-Werten lasst sich der Anreicherungsfaktor der miRNA zwischen der Ge-
samt-RNA und der RISC-Immunprazipitation berechnen (Fettdruck). Der in Klammern angegebene Wert bezeich-

net die Anreicherung der miRNAs bei der RISC-Immunprazipitation gegeniiber der BrdU-Kontroll-Prazipitation.

DG75miRK10/12 RISC-IP Anreiche-
C.AGO2 IP C. Gesamt RNA C. BrdU Kontrolle rungsfaktor
5.8S (Kontrolle) 21,8 20,2 24 -2,5 (-9,5)
MIRK12-1 27,1 31,5 34,9 13,6 (102,3)
miRK12-2 23,7 30,6 34,1 60,0 (478,5)
miRK12-3-5p 21,5 27,5 29,2 35,2 (96,4)
miRK12-4-5p 31,9 37,5 40,0 27,7 (122,2)
miRK12-4-3p 23,5 315 33,0 115,2 (280,5)
miRK12-6-5p 26,1 31,8 33,9 29,4 (102,3)
miRK12-6-3p 24,7 29,9 31,7 21,8 (63,6)
miRK12-9-5p 27,1 33,0 35,2 33,1 (122,2)

4.4.3 Microarray Analysen der RISC-Immunprézipitationen

Um die Gene zu identifizieren, deren mRNA nach der Expression von KSHV-miRNAs an den
RISC-Komplex angelagert werden, also hdchstwahrscheinlich Ziel-Gene fiir diese miRNAs
darstellen, wurden Microarray-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde wiederum der AGO2-
spezifische Antikdrper benutzt, um die RISC-Komplexe aus den Zelllinien DG75-eGFP,
DG75miRK10/12 und BCBL-1 zu isolieren. Der BrdU-spezifische Antikorper wurde fir die
Kontrollen benutzt. Sowohl bei den spezifischen Féllungen, als auch bei der Kontrolle wur-
den ca. 200-400 ng RNA gewonnen. Fiur die RNA aus der unspezifischen Fallung wurde an-
genommen, dass sie die Expressionsprofile der Gesamt-RNA reprasentiert. Die isolierte RNA
wurde jeweils in Duplikaten analysiert, und die Anreicherung von Transkripten in den spezifi-

schen RISC-IPs gegeniber der BrdU-Kontrolle wurde berechnet.

4.4.3.1 ldentifizierung von Ziel-Genen fir zellulare miRNAs

Die Microarray-Analysen ergaben eine grol3e Anzahl Transkripte, welche sich spezifisch

durch die RISC-Immunprézipitationen anreichern lie3en. Fir die mRNAs, welche auch in den
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Kontroll-Zelllinien durch den AGO2-spezifischen Antikdrper angereichert werden konnten,
wurde angenommen, dass es sich dabei um Ziel-Gene fir zellulare miRNAs handelt. Um zu
testen, ab welchem Anreicherungsfaktor tatsachlich von Ziel-Genen fir miRNAs
ausgegangen werden kann, wurden untersucht, ob in diesen Transkripten die Bindestellen
fur zellulare miRNAs Uberreprasentiert sind. Um eine ausreichende Datenmenge fiur die
Berechnungen zu erhalten, wurden nicht nur Microarray-Daten von den BCBL-1- und DG75-
Zelllinien verwendet sondern auch noch von weiteren B-Zelllinien (BL41, BL41B95.8, Jijoye),
welche fur eine Parallelstudie an EBV verwendet wurden. Fir die Untersuchung wurde der

PITA- (Probability of Interaction by Target Accessibility) Algorithmus benutzt™

(siehe
Abschnitt 3.2.3). Dazu wurden die Sequenzen der zellularen miRNAs, welche in der Zelllinie
DG75 und anderen B-Zelllinien (BL41 und BL41B95.8) exprimiert sind, von dem miRNA-
Expressionsatlas'® heruntergeladen. Insgesamt ergaben sich dabei 44 zellulare miRNAs,
welche in allen drei Zelllinien exprimiert werden. (siehe Anhang 7.1). Fir BCBL-1 und Jijoye
waren keine miRNA-Expressionsdaten vorhanden. Mit PITA wurden die 3'UTRs der
angereicherten Gene dahingehend untersucht, ob sich auf ihnen energetisch begiinstigte
Bindestellen fir die zellularen miRNAs befinden. Die Berechnungen wurden mit
unterschiedlichen Parametern (AAG-Schwellenwerten von 0 unter Verwendung von
unterschiedlichen AAG-Schwellenwerten (0 kCal/mol - 10 kCal/mol) durchgefiihrt. AAG
bezeichnet dabei die Interaktionsenergie und ergibt sich aus der Differenz der freien Energie
der Sekundarstruktur des Transkriptes und der freien Energie der miRNA-Bindung an das
Transkript. Abb. 18 zeigt die Quotenverhaltnisse (,0dds-ratios”) der vorhergesagten miRNA-
Bindestellen fiir jene Transkripte, welche in den Zelllinien um einen durchschnittlichen Wert
von 0,8 bis 3-fach angereichert waren. Man sieht, dass die Bindestellen bereits fiir
Transkripte mit niedrigen Anreicherungsfaktoren hochsignifikant Gberreprasentiert waren (Die
p-Werte fur alle mindestens 1,2x angereicherten Gene sind in Anhang 7.3 angegeben). Erst
ab kleinerer Anreicherung als 1,2x ist eine deutliche Verringerung des Quotenverhaltnisses
zu erkennen, was in diesem Bereich auf ein vermehrtes Vorhandensein von Transkripten
ohne vorhergesagte Bindestellen fur zellulare miRNAs hindeutet. Da diese Tendenz bei
hoéheren AAG-Werten bereits fir Anreicherungsfaktoren <1,5 beobachtet werden kann,
wurde der Anreicherungsfaktor von 1,5x als Schwellenwert fir miRNA-regulierte Gene
angenommen. Somit konnten mit héherer Stringenz die Transkripte ausgeschlossen werden,
welche nicht durch miRNAs reguliert werden. Die Daten zeigen, dass es mit Hilfe der
Microarray-Analyse von RISC-IPs unter der Verwendung bestimmter Parameter moglich ist,

Ziel-Gene fur miRNAs in B-Zellen zu identifizieren.
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Abb. 18: Uberreprasentation vorhergesagter Bindestellen fiir zellulare miRNAs

Mit den RNAs aus RISC-IPs unterschiedlicher B-Zelllinien wurden Microarray-Analysen durchgefiihrt. In B-Zellen
exprimierte, zellulare miRNAs wurden dem miRNA-Expressions-Atlas’® entnommen. Bindestellen dieser miRNAs
auf den 3’'UTRs von Transkripten, welche durch die IP angereichert worden waren, wurden mit Hilfe der PITA-
Software unter Verwendung unterschiedlicher AAG-Schwellenwerte analysiert. Die Anreicherung von vorherge-
sagten Bindestellen wurde durch das Quotenverhéltnis (siehe Abschnitt 3.2.3) ausgedriickt und auf der y-Achse
aufgetragen. Auf der x-Achse ist angegeben, um welchen Faktor die Gene mindestens angereichert waren
(Durchschnitt aller Zelllinien) und wie grof3 die entsprechende Gruppe war (n). Ein merklicher Abfall des Quoten-
verhaltnisses ist fur Transkripte mit einem Anreicherungsfaktor <1,2 zu sehen. Die Einheit fur die angegebenen
AAG-Werte ist kCal/mol. Die p-Werte wurden durch den ,Exakten Fischer-Test* (siehe Abschnitt 3.2.3) bestimmt

und sind fur den Schwellenwert ,mindestens 1,2-fache Anreicherung® in Anhang 7.3 gezeigt.

4.4.3.2 ldentifizierung von Ziel-Genen fur KSHV-kodierte miRNAs

Ziel-Gene fur virale miRNAs konnen entweder ausschlie3lich von viralen miRNAs oder zu-
satzlich von zellularen miRNAs reguliert werden. Im ersten Fall sollten die Transkripte nur in
den RISC-IPs angereichert sein, welche die viralen miRNAs exprimieren. Fur Transkripte,
welche sowohl von viralen als auch von zellularen miRNAs reguliert werden, sollte die Anrei-
cherung in den BCBL-1- bzw. DG75miRK10/12-Zellen deutlich gréRer sein als in der Kon-
troll-Zelllinie DG75-eGFP. Um die Zahl der Falsch-Positiven mdglichst gering zu halten, wur-
de eine Reihe stringenter Kriterien definiert, nach welchen ein Transkript als Ziel-Gen fir

KSHV-miRNAs eingestuft wurde. Diese sind in Tab. 5 zusammengefasst.
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Einige der Transkripte waren in BCBL-1 und in DG75miRK10/12 angereichert, andere nur in
BCBL-1. Der Grund dafir war vermutlich einerseits die geringere Expressionsstarke der
KSHV-miRNAs in DG75miRK10/12 (vgl. Tab. 2) und konnte andererseits auch an der Tatsa-
che liegen, dass in dieser Zelllinie ausschlieZlich die intronischen KSHV-miRNAs exprimiert
werden. Grundsatzlich wurden Transkripte auch dann als KSHV-miRNA reguliert betrachtet,

wenn sie nur in der BCBL-1-Zelllinie angereichert waren.

Dartber hinaus sollte mdoglichst ausgeschlossen werden, dass Ziel-Gene fir zellulare
mMiRNAs, welche durch die KSHV-Infektion induziert werden, als Falsch-Positive gedeutet
wurden. Daher wurden alle Transkripte aussortiert, welche in den BrdU-Kontrollen der
Immunprazipitationen um mehr als einen Faktor 1,5x in BCBL-1 gegeniiber DG75miRK10/12

angereichert waren.

Insgesamt konnten 72 Gene identifiziert werden, welche diesen Kriterien entsprachen. Diese

sind in Anhang 7.4 aufgelistet.

Tab. 5: Kriterien fur KSHV-miRNA-Ziel-Gene

Ziel-Gene fir miRNAs mussten folgende Kriterien erfillen:

1. KSHV-miRNA Ziel-Gene, welche nicht von zellularen miRNAs reguliert werden
a) Durchschnittliche Anreicherung in DG75-eGFP: <1,2
b) Durchschnittliche Anreicherung in BCBL-1: >3,0
¢1) Durchschnittliche Anreicherung in DG75miRK10/12: >2,0 : Zeigt an, dass das Gen von einer der 10
intronischen miRNAs reguliert wird.
¢2) Durchschnittliche Anreicherung in DG75miRK10/12: <2,0: Entweder ein Ziel-Gen fur andere als die
intronischen KSHV-miRNAs, oder der Grund ist die schwachere Expression von KSHV-miRNAs in der
Zelllinie DG75miRK10/12.

2.  KSHV-miRNA-Ziel-Gene, welche zusatzlich von zellularen miRNAs reguliert werden
a) Anreicherung in DG75-eGFP: >1,2
b) Anreicherung in BCBL-1 mindestens 3-fach starker als in DG75-eGFP

3. Zusatzkriterium: Keine Induktion der Gene durch KSHV-Infektion
Anreicherung in den BrdU-IPs von BCBL-1 nicht >1,5-fach héher als in den BrdU-IPs von DG75-eGFP

4.4.4 Validierung zellularer KSHV-miRNA-Ziel-Gene durch TagMan-PCR

Von den KSHV-miRNA-Ziel-Genen, welche im letzten Abschnitt als solche definiert worden
waren, wurden 11 fir die Validierung mittels TagMan-PCRs ausgewahlt. Dazu wurden noch-
mals RISC-Immunprazipitationen fur die drei Zelllinien in je zwei unabh&ngigen Replikaten
durchgefuhrt. Die gewonnene RNA wurde in cDNAs umgeschrieben, welche fur die quantita-
tiven PCRs benutzt wurden. Die Expressionshohe wurde jeweils auf das Gen HPRT (Hypo-

xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, Accession-Number: NM_000194.2) normalisiert.
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Bei HPRT handelt es sich um ein ,house-keeping gene®, welches haufig als Referenz in
TagMan-Analysen eingesetzt wird, da es sehr konstante Expressionsstarken in einer Vielzahl
verschiedener Zelltypen und Gewebe zeigt’®. HPRT war auRerdem in keiner Microarray-
Analyse der AGO2-spezifischen RISC-IPs angereichert. Als Positivkontrollen dienten die
MRNA von Cyclin E1 (CCNE1) und die nicht-kodierende RNA H19. Fir beide wurde kiirzlich
gezeigt, dass ihre mRNAs in AGO2-IPs von HEK 293-Zellen angereichert sind*2. Cyclin E1
ist auBerdem als Ziel-Gen fur die zellularen miRNAs hsa-miR-16 und hsa-miR-15a be-

kannt®'*®, Beide Transkripte sind in allen Zelllinien konstant etwa 8x angereichert (Abb. 19).
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Abb. 19: Validierung von Ziel-Genen fur KSHV-miRNAs durch TagMan-PCR

Die durch RISC-Immunpréazipitation gewonnene RNA wurde revers transkribiert und mittels Real-Time-PCR ana-
lysiert. Gezeigt ist die Anreicherung der Transkripte in AGO2-Immunpréazipitationen gegeniber der Kontroll-IP in
jeweils drei Zelllinien (DG75-eGFP: linker Balken, DG75miRK10/12: Mittlerer Balken, BCBL-1: Rechter Balken,
n.d.: Nicht detektiert) nach Normalisierung auf das HPRT-Transkript. Transkripte mit deutlicher Anreicherung in
DG75miRK10/12 und BCBL1 (KSHV-miRNA-Ziel-Gene) sind in Dunkelgrau, Ziel-Gene fir zellulare miRNAs in

Hellgrau gezeichnet.

Fur 9 der 11 KSHV-miRNA-Ziel-Gene war die Anreicherung sowohl in BCBL-1-Zellen, als
auch in den DG75miRK10/12-Zellen signifikant. ZNF684 war nur in den BCBL-1-Zellen deut-
lich angereichert. Fir RABL5 und CCNF lagen die Transkriptmengen bei den BCBL1-Zellen
unter der Nachweisgrenze, weshalb die Anreicherung in den AGO2-IPs in dieser Zelllinie
nicht ordentlich quantifiziert werden konnte. In der DG75miRK10/12-Zelllinie wurde die An-

reicherung aber bestétigt. Die spezifische Anreicherung konnte also fir 10 von 11 Genen
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durch TagMan-PCRs bestéatigt werden. Die niedrigere Expressionsstarke der KSHV-miRNAs
in der Zelllinie DG75mMiRK10/12 gegenuiber BCBL-1 (vgl. Tab. 1) spiegelte sich auch in der
Starke der Anreicherungen wieder. Das einzige Gen, welches nicht durch die TagMan-PCRs
als Ziel-Gen fur KSHV-miRNAs bestatigt werden konnte, war FBXO7. Dieses war in allen
Zelllinien in der AGO2-IP ca. 4-fach angereichert, ein Hinweis auf eine Regulation durch zel-
luldre miRNAs.

4.4.5 Luciferase-Assays bestatigen 4 von 6 Kandidaten als KSHV-mIiRNA-Ziel-Gene

Um zu bestatigen, dass es sich bei den in den letzten Abschnitten identifizierten Genen um
Ziel-Gene fur KSHV-kodierte miRNAs handelt, sollten die 3’'UTRs der bestatigten Kandidaten
in den Luciferase Vektor pSicheck2-DEST kloniert werden. Fir sechs von ihnen (NHP2L1,
LRRC8D, EXOC6, GEMINS8, ZNF684 und CDK5RAP1) war die Klonierung erfolgreich. Mit
den Reporter-Vektoren wurden Luciferase-Assays durchgefiihrt, indem sie zusammen mit
dem KSHV-miRNA exprimierenden Vektor pcDNA-mMiRK10/12 in HEK 293-Zellen transfiziert
wurden. Wahrend die Expression der KSHV-miRNAs keinen Effekt auf die NHP2L1- und
GEMINS8-Reporter-Konstrukte hatten, konnte in den restlichen eine signifikante Abschwa-
chung des Luciferase-Signals beobachtet werden (Abb. 20). Die stérkste Inhibition wurde fir
den LRRC8D-Reporter beobachtet (~50%). Der Effekt auf die 3’UTR von CDK5RAP1 war

relativ schwach (~15%), aber dennoch signifikant und reproduzierbar.
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Abb. 20: Validierung von Ziel-Genen fir KSHV-miRNAs durch Dual-Luciferase-Assays

Reportervektoren mit den 3'UTR-Sequenzen der Kandidatengene wurden entweder mit einer Kontrolle (schwarz)
oder einem KSHV-miRNA exprimierenden Vektor (grau) in HEK 293-Zellen kotransfiziert. Vier der Kandidaten-
3'UTRs (gekennzeichnet durch Sternchen) verursachten eine signifikante Repression der Firefly Luciferase-
Expression. Als Negativkontrolle diente der Vektor pSicheck2-DEST, als Positivkontrolle der Vektor pSicheck2 mit

der unvollstandig komplementéren Sequenz fir KSHV-miRK12-4-3p.
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4.4.6 miRK12-3-5p reguliert LRRCS8D uber eine einzelne Bindestelle in der 3'UTR

LRRC8D (LRRC5) st ein leucinreiches Typ lll-Transmembranprotein, welches
wabhrscheinlich bei der Proliferation und Aktivierung von Lymphocyten und Makrophagen eine
Rolle spielt**. Berechnungen méglicher Bindungen der KSHV-miRNAs an die 3'UTR von
LRRC8D mit Hilfe des RNA-Hybrid-Algorithmus fihrten zur Vorhersage einer starken
Interaktion zwischen miRK12-3-5p und der 3’'UTR (minimale freie Energie: -28,4kcal/mol;
Abb. 21 A+B; Anhang 7.6). Um zu Uberprifen, ob die Expression von miRK12-3-5p fir die
Regulation der Luciferase-Aktivitdt in dem LRRC8D-3'UTR-Reporterkonstrukt verantwortlich
ist, wurden Derepressionsanalysen mit Hilfe einer zu miRK12-3-5p komplementaren
2-O-Methyl-RNA, durchgefilhrt. Die Inhibition von miRK12-3-5p filhrte zu einer
konzentrationsabhangigen Aufhebung der Repression des Luciferase-Signals (Abb. 21 C).
Wurde dagegen der leere Vektor benutzt, so konnte weder ein Effekt der KSHV-miRNAs

noch der AntagomiRs beobachtet werden.

Um zu testen, ob sich an der vorhergesagten Position tatsdchlich eine Bindestelle der
MiRNA an die mRNA von LRRCS8D befindet, wurden in dem Luciferase-Vektor 5 Basenpaare
aus der vermuteten SEED-Region (Abb. 21 A, angezeigt durch einen schwarzen Balken).
mutiert (SEED(mut5), siehe Anhang 7.7). Diese vermeintliche SEED-Sequenz entspricht
nicht der kanonischen SEED-Sequenz von miRNAs, welche normalerweise die Basenpaare
2-7 auf der miRNA ({iberspannt, da sie auf den Basenpaaren 3-8 von miRK12-3-5p liegt'*°.
Hierbei ist allerdings zu beachten, dass perfekte SEED-Paarungen kein absolut verlasslicher
Indikator fiir miRNA-3'UTR-Wechselwirkungen sind®®®. Wenn der auf diese Weise mutierte
Reportervektor zusammen mit dem KSHV-miRNA exprimierenden Vektor in HEK 293-Zellen
kotransfiziert wurde, so war keine Repression mehr zu beobachten. Die gleichen Effekte
wurden beobachtet, wenn anstatt des pcDNA miRK10/12-Vektors ein pcDNA basierter Vektor
verwendet wurde, welcher nur die miRNA miRK12-3 exprimiert (pcDNA miRK3, Abb. 21 D).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bindung von miRK12-3-5p an diese eine Bindungsstelle
in der 3'UTR von LRRC8D notwendig und hinreichend ist, um den inhibitorischen Effekt zu
vermitteln.
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Abb. 21: LRRCS8D ist ein Ziel-Gen fiir die Micro-RNA miRK12-3-5p

(A) Die Verwendung des RNA-Hybrid-Algorithmus fiihrte zur Vorhersage einer starken Interaktion von miRK12-3-
5p (griin) und der 3UTR von LRRC8D (rot). Der schwarze Balken kennzeichnet die Basenpaare, welche der
vermeintlichen SEED-Sequenz der miRNA entsprechen.

(B) Gezeigt ist die Position der Bindestelle fir miRK12-3-5p (griin) auf der mMRNA von LRRC8D (cds = kodierende
Sequenz).

(C) Gezeigt sind Luciferase-Derepressionsanalysen mit einem Inhibitor der miRNA miRK12-3-5p (AntagomiR,
a-miRK12-3-5p). Als Kontrolle wurde ein AntagomiR gegen die EBV-miRNA BHRF1 verwendet. Der Reportervek-
tor fir die 3’'UTR von LRRC8D wurde dabei entweder mit einer Kontrolle (schwarz) oder dem KSHV-miRNA ex-
primierenden Vektor (grau) kotransfiziert. Weder die Expression der miRNAs noch die Verwendung der
2'-0O-Methyl-RNAs hatte einen Einfluss auf die Luciferase-Expression in der Kontrolle. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Kotransfektion des spezifischen AntagomiRs im Fall des LRRC8D-Reporterkonstruktes zu einer konzentrati-
onsabhéangigen Derepression des Luciferase-Signals.

(D) Die Reporter-Vektoren wurden entweder mit der Kontrolle (pcDNA, schwarz) mit den 10 intronischen KSHV-
mMiRNAs (pcDNA miRK10/12, grau) oder der einzelnen KSHV-miRNA miRK12-3 (pcDNA miRK3, weil}) kotrans-
fiziert. Die Reporter-Vektoren enthielten die Wildtyp-3'UTR von LRRC8D oder eine Mutante mit 5 ausgetauschten
Basen in dem vermeintlichen SEED-Match der miRK12-3-5p-Bindestelle. Als Kontrolle diente der leere Vektor
pSicheck2-DEST. Die KSHV-miRNA vermittelte Repression der Luciferase-Aktivitat ist nach der Mutation der

Bindestelle nicht mehr vorhanden.
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4.4.7 NHP2L1 und GEMINS8 enthalten miRNA-Bindestellen im kodierenden Bereich

Fur zwei der 3’'UTRs, welche in den Luciferase-Assays untersucht wurden (NHP2L1 und
GEMINS), konnte kein regulatorischer Effekt durch KSHV-miRNAs nachgewiesen werden. In
diesen beiden Fallen wurde vermutet, dass sich die Bindestellen fir KSHV-miRNAs méglich-
erweise nicht auf der 3’'UTR, sondern auf der kodierenden Sequenz oder der 5’UTR der ent-
sprechenden mRNA befinden. Denn auch wenn sich bisher die meisten Studien tber miRN-
A-Bindestellen auf die 3’'UTRs konzentriert haben, so gibt es doch auch aktuelle Arbeiten, die
zeigen, dass sich miRNA-Bindestellen durchaus auf 5’UTRs oder in kodierenden Bereichen
befinden kénnen****¢??°  Dje Berechnung von méglichen Bindungen von KSHV-miRNAs an
die mRNAs von GEMIN8 bzw. NHP2L1 mit Hilfe des RNA-Hybrid-Algorithmus*” fithrte zu
der Vorhersage, dass sich starke Bindungsstellen fir KSHV-miRNAs in Bereichen der kodie-
renden Sequenz befinden (Abb. 22 A+B).
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Abb. 22: Bindestellen fir KSHV-kodierte miRNAs in den kodierenden Bereichen von GEMIN8 und NHP2L1
Die Interaktionen zwischen den mRNAs (rot) von GEMINS8 (A) bzw. NHP2L1 (B) und den KSHV-miRNAs (gruin)
wurden mit Hilfe des RNA-Hybrid-Algorithmus vorhergesagt. Die vorhergesagten Interaktionen liegen jeweils in
der kodierenden Sequenz (CDS).
(C) Die Bindestellen wurden als Wildtyp und mit mutiertem SEED-Match in den Vektor pSlcheck2-DEST kloniert,
und mit dem KSHV-miRNA-Expressionsvektor (grau) bzw. einem Kontrollvektor (schwarz) kotransfiziert. Die
Repression durch die KSHV-kodierten miRNAs ist nur im Fall der beiden Wildtyp-Bindestellen zu sehen.
(D) Die Reporterkonstrukte mit den Wildtyp-Bindestellen wurden mit Vektoren mit individuellen KSHV-miRNAs
kotransfiziert. Bei den entsprechenden Bindestellen kommt es zur Repression des Luciferase-Signals.
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Um zu Uberpriifen, ob die vorhergesagten Bindestellen tatsachlich funktionell sind, wurden
sie in den Vektor pSicheck2-DEST hinter das Luciferase-Gen kloniert. Mit diesen Konstruk-
ten wurden anschlielend Dual-Luciferase-Assays durchgefiihrt. Beide Bindestellen fiihrten
dabei zu einer Regulation der Luciferase bei gleichzeitiger Expression der KSHV-miRNAs.
Um sicher zu gehen, dass diese beiden Bindestellen wirklich fir den regulatorischen Effekt
durch die KSHV-miRNAs verantwortlich sind, wurden diese Bindestellen mutiert. Dies ge-
schah durch das Einflgen von 5 Punktmutationen im Bereich des SEED-Matches (mut5,
siehe Anhang 7.7). Diese Mutationen fuhrten zu einer vollstandigen Aufhebung des regulato-
rischen Effektes (Abb. 22 C). Um sicher zu gehen, dass die genannten miRNAs jeweils allei-
ne fur den regulatorischen Effekt verantwortlich waren, wurden die Luciferase-Reporter mit
einem Vektor kotransfiziert, welcher jeweils nur die entsprechende individuelle Micro-RNA

exprimiert. Dabei konnte der Repressionseffekt ebenfalls beobachtet werden (Abb. 22 D).

DarlUber hinaus wurde untersucht, ob die KSHV-miRNAs auch einen regulatorischen Effekt
auf das endogene Protein vermitteln. Daher wurden quantitative Western Blots unter Ver-
wendung von Antikdrpern gegen GEMIN8 und NHP2L1 verwendet. Ein AntikGrper gegen
B-Aktin diente dabei als Ladekontrolle. Fir NHP2L1 wurde kein spezifisches Signal detektiert
(Daten nicht gezeigt), aber fur GEMIN8 wurde in der DG75-miRK10/12-Zelllinie eine 2,5-
fache Reduzierung der Proteinmenge gegentiber der Zelllinie DG75-eGFP gemessen (Abb.
23). Der Versuch, auch die anderen Zielgene im Western Blot zu untersuchen, scheiterte an

der mangelnden Verfligbarkeit von funktionierenden Antikorpern.

DGY75 Zelllinie
A B
eGFP miRK10/12 100%

80%

Aktin 60% B Actin

40% @ Gemin8

Intensitat

20%

0%

eGFP  miRK10/12
DG75 Zelllinie

Abb. 23: Endogenes GEMIN8 ist in KSHV-miRNA-exprimierenden B-Zellen reduziert

Aus den KSHV-miRNA exprimierenden DG75-Zelllinien, bzw. der Kontrolle wurden Lysate hergestellt und mittels
Western Blot mit einem GEMIN8-spezifischen Antikdrper analysiert. Die Proteine wurden im Anschluss mit
Alexa488-konjugierten Sekundéarantikdrpern angefarbt, im Fluoimager gescannt (A) und die Intensitat der Banden
mit Hilfe der AIDA Image Analysis-Software quantifiziert (B). Die GEMIN8 Menge ist nach Normalisierung auf

Aktin in den KSHV-miRNA exprimierenden Zellen gegentber der Kontrolle ca. 2,5-fach reduziert.

In der Zusammenfassung zeigen diese Experimente, dass es mit Hilfe von AGO2-
spezifischen Antikdrpern mdoglich ist, spezifisch Zielgene fir miRNAs zu isolieren und dabei

Zielgene fur KSHV-kodierte miRNAs zu identifizieren. Fir die Validierung wurden aus diesen
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Genen zufallig, also ohne auf eine spezifische biologische Funktion zu achten, einige fir eine
Validierung mittels Luciferase-basierter Methoden ausgesucht. Bemerkenswerter Weise
konnte dabei fir alle Gene der Einfluss der KSHV-miRNAs bestatigt werden. In drei Fallen
konnten die Bindestellen identifiziert werden, welche in zwei Fallen nicht in der 3'UTR son-
dern in der kodierenden Sequenz lagen. In dieser Arbeit wurde die RISC-Immunprazipitation
mit spezifischen AGO2-Antikdrpern zum ersten Mal im Zusammenhang mit viralen miRNAs
verwendet. Da bei den Validierungen alle 6 untersuchten Gene bestétigt werden konnten, ist
anzunehmen, dass es sich bei den meisten anderen identifizierten Genen auch um echte
Zielgene handelt. Es kann also eine Art Katalog mit 72 Zielgenen fir KSHV-miRNAs angebo-
ten werden, welcher die Grundlage fur weitergehende Forschungen bildet. Welche der identi-
fizierten mMiIRNA-mRNA-Wechselwirkungen dabei letztendlich tatséachlich einen Vorteil fir das

Virus bieten, muss in zuklnftigen Studien ermittelt werden.
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5 Diskussion

5.1 Auswahl und Herstellung der miRNA exprimierenden Zelllinien

Die publizierten Studien, welche zur Identifizierung von Ziel-Genen fir KSHV-miRNAs
durchgefuhrt wurden, benutzten artifizielle Zellkultursysteme, wie z.B. HEK293. In dieser
Doktorarbeit sollten jedoch Zelllinien benutzt werden, welche den natirlichen Wirtszellen fir
KSHV moglichst &hnlich sind. Nur so konnte man davon ausgehen, dass das Transkriptom in
den Zellen mdglichst viele echte Zielgene fir die miRNAs enthalt und die miRNA Expression
ahnlich wie in KSHV infizierten Zellen ist. KSHV zeigt einen Tropismus fur B-Zellen und En-
dothelzellen. Daher wurde fur beide Zelltypen ein Modellsystem entwickelt. Als B-Zell-Modell
wurde die Zelllinie DG-75 benutzt?®”’. Dabei handelt es sich um eine etablierte Burkitt’s Lym-
phom-Zelllinie, welche negativ fir EBV ist. Diese Zelllinie wird im Zusammenhang mit Her-
pesviren oft als B-Zell-Modell verwendet. Sie ist leicht zu handhaben und wéchst schnell.
Diese Zelllinie ist schwer zu transfizieren. Daher blieb der Versuch, stabile KSHV-miRNA
exprimierende Zellen mit konventionellen Transfektionsmethoden herzustellen, ohne Erfolg.
Daher wurde dafiir ein lentivirales Transduktionssystem benutzt. Bei diesem System gelan-
gen die Lentiviren, welche in ihrer RNA das Transgen und einen Selektionsmarker tragen, in
die Zielzelle. Die virale RNA wird revers transkribiert, aktiv in den Nukleus transportiert und
stabil in das Wirtsgenom integriert. Dadurch wird eine langfristige und stabile Expression

mdgliChSS,GS,lSZI

Die Zelllinie EaHy 926 ist eine h&ufig verwendete Modell-Zelllinie fur vaskulare Endothelzel-
len. Sie wurde durch Fusion von humanen Zellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) und
der permanenten Lungenkarzinomzelllinie A549/8 gewonnen, weist Merkmale von hochdiffe-
renzierten Endothelzellen auf und ist leicht zu handhaben®. Die KSHV-miRNA exprimieren-
den Endothelzellen wurden mit Hilfe der gleichen lentiviralen Uberstande wie die B-Zelllinien
hergestellt. Die eGFP-Kontrolle diente einerseits als Negativkontrolle fir die miRNA expri-
mierenden Zelllinien und war andererseits Kontrolle fur die erfolgreiche Herstellung der Zell-

linien und die vollstandige Selektion.

5.2 Vergleich der Microarray-Analysen aus Gesamt-RNA und RISC-

Immunprazipitationen

5.2.1 Microarray-Analysen an Gesamt-RNA

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden verwendet, um zellulare Transkripte zu

identifizieren, welche als Kandidaten fur eine Regulation durch KSHV-kodierte miRNAs in
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Frage kommen: Erstens Microarrays mit Gesamt-RNA von Zellen, welche die miRNAs
exprimieren und zweitens Microarrays mit RNA, welche mit Hilfe von AGO2-spezifischen
Antikdrpern aus dem RISC-Komplex von miRNA-exprimierenden Zelllinien, bzw.

virusinfizierten Zellen gewonnen worden watr.

Der erste Ansatz wurde wéahrend der Entstehung dieser Arbeit zuerst benutzt. Zu diesem
Zeitpunkt war noch kein spezifischer Antikérper gegen Komponenten des RISC-Komplexes
verfugbar, welcher fir Pull-Down-Experimente in Frage gekommen ware. Der Ansatz schien
gerechtfertigt, da Lim et al. kurz zuvor zeigen konnten, dass miRNAs nicht nur die

135

Translation inhibieren, sondern mRNAs auch destabilisieren kdnnen=*. AulRerdem wurden in

der Zwischenzeit von Mark Samols et al. zwei Zielgene fir KSHV-kodierte miRNAs durch

einen ahnlichen Ansatz in HEK293-Zellen identifiziert'®®

. Es wurde davon ausgegangen,
dass die wenigsten Gene, welche in den KSHV-miRNA exprimierenden Zelllinien reguliert
sind, direkte Zielgene fur die miRNAs darstellen und vermutet, dass viele Gene aufgrund

miRNA-induzierter Veranderungen in der Zelle sekundar reguliert werden.

Da der verwendete Ansatz mit lentiviral transduzierten Zelllinien etliche Artefakte generiert,
welche durch Verdnderungen in der Zelle durch die lentivirale Transduktion, eGFP-
Expression, Zellkulturbedingungen usw. zustande kommen, wurde durch bioinformatische
Methoden versucht, diejenigen Gene zu filtern, welche aufgrund ihrer Eigenschaften fur
Regulation durch die miRNAs in Frage kommen. Aufgrund der beschrénkten Anforderung an
die Komplementaritat zwischen miRNAs und ihren Bindungsstellen kam dafur in erster Linie
die Komplementaritat der Seed-Sequenz in Betracht, da diese als eine Hauptvoraussetzung
fur eine Interaktion zwischen einer miRNA und ihrer Bindestelle ist. Also wurden nur
diejenigen Gene ausgewahlt, welche mindestens einen Seed-Match in ihrer 3’UTR besal3en.
Die miRNA-mRNA-Wechselwirkungen, welche nicht von einem perfekten SEED-match

abhangig sind®®®, bleiben bei diesem Ansatz jedoch unberiicksichtigt.

Die Vorhersagen fir miRNA-targets wurden weiter eingegrenzt, und zwar aufgrund der
Tatsache, dass der Einfluss von miRNAs auf die Transkripte eher schwach ist. Es wurden
nur Kandidaten beachtet, welche maximal 4-fach herunter reguliert waren. Auch nach diesen
Untersuchungen blieben noch sehr viele Kandidaten tbrig, namlich insgesamt 1195 Gene in
beiden Zelltypen. Dabei konnte keine Aussage dariiber gemacht werden, warum lediglich 93
Gene in beiden untersuchten Zelltypen reguliert waren, wahrend die Gberwiegende Anzahl in
nur einer der beiden Zelllinien reguliert wurde. Vermutlich liegt dies aber an den

grundsatzlich unterschiedlichen Expressionsprofilen dieser beider Zelllinien.

Die Tests, welche fiur eine Bestéatigung der Regulation durch miRNAs herangezogen werden,

sind arbeitsintensiv und aufwendig. Obwohl im Rahmen dieser Arbeit ein Gateway-
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kompatibler Luciferase-Vektor hergestellt wurde, welcher die Klonierung der 3’'UTRs
erheblich erleichtert, sind echte Hochdurchsatz-Methoden bisher nicht entwickelt. Daher
wurde nur eine relativ geringe Anzahl der Kandidaten in den Luciferase-Assays getestet.
Insgesamt gelang es, vierzehn 3’'UTRs zu klonieren. Durch die Luciferase-Assays konnten
dabei die Caspase 3 und RAD51AP1 als Zielgene bestatigt werden. Durch seine wichtige
Funktion in der Apoptose war die Casp3 natlrlich ein besonders interessantes Gen, welches
im Kontext der KSHV-kodierten miRNAs weiter untersucht wurde. Das sollte aber nicht
dartuber hinwegtauschen, dass die Ausbeute identifizierter Zielgene insgesamt recht gering
ausfiel: Von 14 klonierten 3'UTRs wurde nur zwei bestatigt, weshalb nach einer besseren

Methode zur Identifizierung von Zielgenen fir miRNAs gesucht wurde.

5.2.2 Vorteile der RISC-IP-Methode

In der Zwischenzeit wurde der Zugang zu einem AGO2-spezifischen monoklonalen Antikor-

per ermoglicht'®,

Dieser war bereits dazu benutzt worden, um zellulare miRNA-
Zieltranskripte in HEK 293-Zellen zu identifizieren'®. Mit diesem Werkzeug untersuchten wir
sowohl die KSHV-mIiRNA exprimierenden Zelllinien DG75 miRK10/12 und EaHy926
mMiRK10/12 als auch eine KSHV-positive Zelllinie (BCBL-1). Dabei wurde analysiert, welche
Transkripte sich sowohl nach KSHV-miRNA-Expression als auch nach KSHV-Infektion spezi-
fisch aus den RISC-Komplexen anreichern lassen. Die Verwendung von KSHV-positiven
Zellen hatte in den friheren Microarrays mit Gesamt-RNA keinen Sinn gemacht, da durch die
Infektion weitreichende Veranderungen im Transkriptom der Zelle stattfinden, die mit miRNA-

vermittelten Effekten nichts zu tun haben.

Natirlich bestand die Gefahr, dass die Anreicherung der mRNAs unspezifisch ist, z.B. durch
Bindung der mRNAs an die verwendeten Sepharose-Beads. Dieser Effekt wurde auch beo-
bachtet. Bei der Verwendung des Kontroll-Antikérpers wurde immer auch eine bestimmte
Menge RNA isoliert. Aber es konnte gezeigt werden, dass sich die RISC-gebundenen RNAs
bei Verwendung des AGO-Antikérpers im Vergleich zu der BrdU-Kontrolle deutlich anrei-
chern lassen. Entscheidend war, dass die mRNAs ab einem bestimmten Anreicherungsfaktor
eindeutig Uberdurchschnittlich viele vorhergesagte Bindestellen fiir bekannte miRNAs ent-
hielten. Dies war der wichtigste Befund fir die Festlegung der Kriterien, nach welchen Gene
als Zielgen fur miRNAs definiert wurden. Bereits ab einer unerwartet schwachen Anreiche-
rung von unter 1,2x war eine deutliche Haufung von miRNA-Bindestellen in den mRNAs aus
den RISC-IPs zu erkennen. Dabei muss erwahnt werden, dass die Kriterien, nach welchen
anschliel3end die Kandidaten ausgesucht wurden (z.B. Anreicherung mindestens 1,5x), sehr
stringent gewahlt wurden. Weniger strenge Kriterien hatten vermutlich eine noch grol3ere
Menge an Zielgenen identifiziert. Die Liste enthielt nach der Auswertung lediglich 72 Kandi-
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daten. Davon wurden elf Transkripte mittels TagMan-PCR untersucht und dabei 10 bestéatigt.
Das elfte (FBXO7) verhielt sich dabei wie ein Ziel-Gen fir zellulare miRNAs, da es auch in
den Kontroll-Zelllinien durch die RISC-IP angereichert werden konnte. Die Untersuchung der
3'UTRs von sechs Kandidatengenen konnte vier Kandidaten auf Anhieb bestatigen. Fir die
zwei fehlenden wurde gezeigt, dass sie Bindestellen fir KSHV-miRNAs in ihrer kodierenden
Sequenz besitzen. Es wurden also alle untersuchten Gene bestéatigt, im Gegensatz zu den

vorherigen Experimenten, in welchen nur zwei von 15 Kandidatengenen bestatigt wurden.

Es ist also eine besondere Starke dieses Ansatzes gegeniuber den Microarrays an Gesamt-
RNA, dass die Mdglichkeit zur Identifizierung von echten miRNA-mRNA-Wechselwirkungen
besteht. Das macht die Experimente unempfindlicher gegen andere experimentelle Variabili-
taten, welche z.B. durch die lentivirale Transduktion oder die Zellkulturbedingungen entste-
hen kdnnen. Die Kombination aus Pull-Downs von RISC-Komponenten und Microarray Ana-
lysen wurde in dieser Arbeit das erste Mal mit Erfolg verwendet, um Ziel-Gene von viralen
MiRNAs zu identifizieren. AuBerdem unterstreichen diese Ergebnisse allgemein den enor-
men Wert des RISC-IP-Microarray-Ansatzes bei der Identifikation von Ziel-Genen fir mi-
RNAs.

5.3 Vergleich mit anderen Studien

In den letzten Jahren konnten einige Transkripte identifiziert werden, welche durch KSHV-
miRNAs reguliert werden. Daher wurde analysiert, ob sich die dort identifizierten Gene auch
in unseren Studien wiederfinden. Keines der bisher publizierten Zielgene erfillte jedoch
unsere sehr stringenten Kriterien, die angesetzt wurden, um ein Gen als Zielgen fir KSHV zu
bezeichnen. Einige lieRen sich aber dennoch in unseren Microarray-Analysen von RISC-I1Ps
spezifisch in Zellen anreichern, welche KSHV-miRNAs exprimieren. Im Anhang 7.5 auf Seite

93 sind die Ergebnisse in einer Tabelle zusammengefasst.

Viele der friher entdeckten Ziel-Gene wurden aufgrund der Tatsache gefunden, dass KSHV
eine miRNA (miRK12-11) enthalt, welche ortholog zu der zellularen miRNA hsa-miR-155
ist®>1% Insgesamt identifizierten Gottwein et al. in diesen Arbeiten 12 Gene, welche durch
diese miRNA reguliert werden. Sie verwendeten dabei Microarrays mit Gesamt-RNA von
miRK12-11 exprimierenden Zellen. Auch sie suchten vor der Validierung mittels Luciferase-
Assays nach Seed-Matches fir die miRK12-11. In unseren RISC-IP-Analysen fanden wir,
dass 3 von 12 (25%) dieser Gene mindestens 2-fach und ein Gen mindestens 1,5-fach in
den BCBL-1 Zellen angereichert werden konnten. Fir eines dieser Gene (SLA, Src-like-
adaptor) war die Anreicherung dabei sehr stark (18,3-fach). In den KSHV-miRNA

exprimierenden DG-75-Zelllinie (DG75-miRK10/12) wurde fur diese Gene keine
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Anreicherung gefunden. Dies lasst sich durch die Tatsache erklaren, dass diese Zellen
ausgerechnet miRK12-11 aus unbekanntem Grund nicht exprimieren (vgl. Tab. 2). Auch fur
NK-Zell-Liganden MIC-A und MIC-B war eine Regulation durch miRNAs beschrieben

Worden154,199,200.

In den Microarray-Analysen der RISC-IPs wurde eine deutliche
Anreicherung dieser Transkripte gefunden und zwar sowohl in den BCBL-1 Zellen als auch in
der DG75miRK10/12 Zelllinie. Diese Anreicherung wurde auch durch TagMan-PCRs
bestatigt. Keine Anreicherung wurde gefunden fur die in drei weiteren Studien entdeckten
Ziel-Gene THBS (Samols et al.)'®*, BCLAF (Ziegelbauer et al.)?*, LDOC1, MATR3, TM6SF1,

und PHF17 (Skalsky et al.)**”. Auch fiir die Caspase 3 wurde keine Anreicherung beobachtet.

Es muss betont werden, dass fur Transkripte, welche in den AGO2-Pulldowns nicht
angereichert werden kénnen, eine Regulation durch miRNAs nicht ausgeschlossen werden
kann. Dies kann folgende Grinde haben: Erstens kénnten einige der Trankskripte in den
untersuchten Zellen schwach exprimiert werden und somit unter der Nachweisgrenze der
Microarrays liegen. In dieser Studie wurde das fur die Transkripte LDOC1 und TM6SF1
beobachtet. Zweitens ist die Fahigkeit einer miRNA, ein bestimmtes Transkript zu
beeinflussen, von der Expressionsstéarke sowohl der miRNA als auch des Zielgens abhangig
und wird somit durch die verwendeten Zelllinien beeinflusst. Der wichtigste Aspekt ist aber,
dass der in dieser Arbeit verwendete Ansatz auf der Immunprézipitation von nur einem
bestimmten Argonauten-Komplex (Ago2) beruht. Daher kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Regulation von anderen Transkripten durch virale miRNAs vorzugsweise von

anderen Ago-Proteinen (AGO1, 3 und 4) und ihren Komplexen vermittelt wird.

5.4 Funktion der KSHV-kodierten miRNAs

Micro-RNAs wurden mittlerweile bei einer Vielzahl von Herpesviren gefunden. Der Nutzen fur
das Virus bei der Benutzung von miRNAs ist naheliegend: Das Virus kann die Zelle, z.B.
wahrend der latenten Phase, in weiten Mal3en beeinflussen, ohne dafur auf Proteine zurtick-
zugreifen, welche das Immunsystem des Wirtes stimulieren. Dennoch ist noch nicht viel Uber
die Funktion von miRNAs in der Biologie dieser Viren bekannt. In den meisten Arbeiten wur-
de die Funktion der identifizierten Ziel-Gene herangezogen, um Uber die Funktion der miRN-

As zu spekulieren.

Ein Beispiel fir den Nachweis einer biologischen Funktion der miRNAs ist die Regulation der
NK-Zell-Liganden MIC-A und MIC-B, welche von Nachmani et al. beschrieben wurde®*: Dort
wurde mit Hilfe von NK-Zell-Cytotoxizitats-Assays gezeigt, dass miRK12-7 exprimierende

Zelllinien weniger anfallig fur die Zerstérung durch natirliche Killer-Zellen sind. Hier leistet
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eine KSHV-kodierte miRNA einen Beitrag fur das Virus, um dem Immunsystem zu entkom-

men.

Insgesamt ist bekannt, dass einzelne miRNAs hunderte von zellularen Genen regulieren
kénnen>'®?, Es ist nicht zu erwarten, dass die Regulation jedes Gens zu einem spezifischen,
fur das Virus vorteilhaften Effekt fuhrt. Bartel und Chen kategorisierten die miRNA-mRNA-

Interaktionen in ,switch®, ,tuning® und ,neutral“**

. ,Switch“ bedeutet, dass ein Gen durch eine
mMiRNA nahezu funktionell abgeschaltet wir. ,Tuning“ bedeutet eine funktionelle Feinregulie-
rung des Ziel-Gens und ,neutral® bedeutet, dass ein Zielgen zwar reguliert wird, aber nur
innerhalb eines Bereiches, der sich nicht auf die Funktion des entsprechenden Gens aus-
wirkt. Ubertragen auf virale miRNAs bedeutet dies, dass ,switch“ und ,tuning® fir das Virus
vorteilhaft sind, wahrend sich ,neutrale” Interaktionen nicht auf die Virusreplikation auswir-
ken. Es sind also letztendlich immer funktionelle Analysen notwendig, um die biologische
Relevanz einer miRNA-mRNA-Wechselwirkung zu beweisen. Daher wurde auch untersucht,
ob sich die Regulation der Caspase 3 durch KSHV-kodierte miRNAs auf die Fahigkeit der

Zellen auswirkt, in Apoptose zu gehen.

Der apoptotische Prozess kann zum Einen durch intrazellulare Faktoren ausgeldst werden,
wie z.B. Cytochrom ¢ oder SMAC/DIABLO, welche aus den Mitochondrien ausgeschuttet
werden. Andererseits kdnnen extrazellulare Signale den programmierten Zelltod induzieren.
Im ersten Fall wird die Caspase 9 aktiviert, welche die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 akti-
viert'%*’® Im zweiten Fall werden pro-apoptotische Todesrezeptoren durch Liganden, wie
z.B. TRAIL oder FasL, aktiviert. Dies fuhrt zu einer Stimulierung der Caspasen 8 und 10,
welche ihrerseits ebenfalls die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktivieren®’. Die apoptotischen
Signale laufen also in jedem Fall bei den Effektor-Caspasen zusammen, was die Rolle der
Caspase 3 als Schlusselprotein der Apoptose betont. Es ist bekannt, dass diese zellulare
Funktion, welche einen Organismus unter anderem vor virusinfizierten Zellen oder Krebsent-
stehung schuitzt, von KSHV wahrend der latenten Phase durch virale Proteine beeinflusst
wird'”’. Der Befund, dass Zellen, welche KSHV-kodierte miRNAs exprimieren, zu einem ge-
wissen Grad vor Apoptose geschitzt sind, und dies mdglicherweise auf die Regulation der
Effektor-Caspase CASP3 durch die miRNAs zuriickzufihren ist, bedeutet die Entdeckung
eines neuen Mechanismus, durch welches KSHV dem Immunsystem seines Wirtes aus-

weicht.

Das zweite Protein, welches mit Hilfe dieser Methode gefunden wurde war RAD51AP1. Da-
bei handelt es sich um ein DNA-bindendes Protein, welches homologe Rekombination ver-

mittelt und wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Genom-Integritat ist'*®. KSHV ist dafiir be-
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kannt, DNA-Reparatur durch Expression von v-Cyclin zu induzieren— daher konnte auch die

Regulierung von RAD51AP1 eine wichtige Rolle im Kontext der viralen Infektion spielen.

Fur die Gene, welche mittels der RISC-IP als Ziel-Gene fiir KSHV-kodierte miRNAs
identifiziert worden waren, wurden bisher keine funktionellen Analysen durchgefiihrt. Einige
der Gene wurden mittels Luciferase-Assays als Zielgene bestéatigt. Leider ist kaum eines von
ihnen so ,prominent wie die CASP3. Dennoch besitzen einige von ihnen interessante
Funktionen: LRRCS8D, auch bekannt als LRRC5, gehort zu einer hochkonservierten Familie
von Leucin-Rich-Repeat-Proteinen, welche wichtige Rollen in der B-Zellentwicklung
spielen'?’. Interessanterweise ist bekannt, dass KSHV-infizierte B-Zellen hochgradig in ihrer
Entwicklung und ihrer Funktion gestért sind®. Moglicherweise spielen die KSHV-miRNAs bei
dieser Entwicklungsstorung eine spezifische Rolle. EXOC6 bzw. SEC15 ist ein Bestandteil
des oktameren Exocyst-Komplexes, welcher wichtige Funktionen wéahrend der Exocytose
erfullt'®®. Fir CDK5RAP (CDK5 Regulatory Subunit Associated Protein) ist bekannt, dass es

wahrend des Zellzyklus beim Eintritt in die M-Phase eine Rolle spielt'®.

Obwohl die Kandidaten fur die Validierung mittels RT-PCR und Luciferase-Assays zufallig
ausgewahlt wurden, lieBen sich nahezu alle getesteten Zielgene bestatigen. Da die
Auswabhlkriterien fur die Targets sehr stringent gewéhlt wurden, kann man davon ausgehen,
dass die meisten angereicherten Gene in diesen Listen auch tatséchlich durch die miRNAs
reguliert werden. Ein Blick auf diese Liste zeigt, dass sich darunter ebenfalls viele Gene mit
potenzieller Funktion fir die Biologie von KSHV befinden. Die 72 identifizierten Ziel-Gene
wurden mit Hilfe der DAVID-Datenbank (Database for Annotation, Visualization, and

Integrated Discovery)®"*%

auf ihre Zugehorigkeit zu biologischen Prozessen (GO-biological
processes) und Stoffwechselwegen (KEGG-Pathways) hin untersucht. Etliche Zielgene
waren wichtigen zellularen Prozessen zugeordnet. Darunter waren Gene, welche an der
Apoptose beteiligt sind, tberdurchschnittlich viele Regulatoren des Zellzyklus und Gene aus
Signaltransduktions-Kaskaden des angeborenen Immunsystems. Die interessantesten sind

in Tab. 6 zusammengefasst.
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Tab. 6:Biologische Funktion der durch RISC-IP-Analysen identifizierten KSHV-miRNA-Zielgene
Die identifizierten Zielgene wurden mit Hilfe der DAVID-Datenbank auf ihre Zugehdrigkeit zu bestimmten Stoff-

wechselwegen oder biologischen Prozessen hin getestet.

Zellzykluskontrolle (GO-BP); p=0,0028

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

NHP2L1 NHP2 NON-HISTONE CHROMOSOME PROTEIN 2-LIKE 1 (S. CEREVISIAE)

SUV39H1 SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOG 1 (DROSOPHILA)

PPP3CA PROTEIN PHOSPHATASE 3, CATALYTIC SUBUNIT, ALPHA ISOFORM (CALCINEURIN A ALPHA)
RNF8 RING FINGER PROTEIN 8

GTSE1 G-2 AND S-PHASE EXPRESSED 1

MNAT1 MENAGE A TROIS HOMOLOG 1, CYCLIN H ASSEMBLY FACTOR (XENOPUS LAEVIS

TUSC4 TUMOR SUPPRESSOR CANDIDATE 4

FOSL1 FOS-LIKE ANTIGEN 1

CCNF CYCLIN F

CDK5RAP1 HOMO SAPIENS CDK5 REGULATORY SUBUNIT ASSOCIATED PROTEIN 1, TRANSCRIPT VARIANT 1

Jak-STAT-Signalweg (KEGG); p=0,022

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

PIK3CA PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE, CATALYTIC, ALPHA POLYPEPTIDE
SOCS3 SUPPRESSOR OF CYTOKINE SIGNALING 3
IL22RA1 INTERLEUKIN 22 RECEPTOR, ALPHA 1

TLR-Signalweg (KEGG); p=0,062

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

PIK3CA PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE, CATALYTIC, ALPHA POLYPEPTIDE
NFKBIA NUCLEAR FACTOR OF KAPPA LIGHT POLYPEPTIDE GENE ENHANCER IN B-CELLS INHIBITOR, ALPHA

Apoptose (KEGG); p=0,044

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

PIK3CA PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE, CATALYTIC, ALPHA POLYPEPTIDE
PPP3CA PROTEIN PHOSPHATASE 3, CATALYTIC SUBUNIT, ALPHA ISOFORM (CALCINEURIN A ALPHA)
NFKBIA NUCLEAR FACTOR OF KAPPA LIGHT POLYPEPTIDE GENE ENHANCER IN B-CELLS INHIBITOR, ALPHA

mRNA-Prozessierung (GO-BP); p=0,011

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

NHP2L1 NHP2 NON-HISTONE CHROMOSOME PROTEIN 2-LIKE 1 (S. CEREVISIAE)
RBM22 RNA BINDING MOTIF PROTEIN 22

SF3B5 SPLICING FACTOR 3B, SUBUNIT 5, 10KDA

GEMIN5 GEM (NUCLEAR ORGANELLE) ASSOCIATED PROTEIN 5

GEMINS GEM (NUCLEAR ORGANELLE) ASSOCIATED PROTEIN 8

Transkription (GO-BP); p=0,014

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

ZNF569 ZINC FINGER PROTEIN 569

ZNF607 ZINC FINGER PROTEIN 607

FOSL1 FOS-LIKE ANTIGEN 1

ZNF545 KIAA1948 PROTEIN

ZNF383 ZINC FINGER PROTEIN 383

ZNF184 ZINC FINGER PROTEIN 184 (KRUPPEL-LIKE)

DKFZp7790175 HYPOTHETICAL PROTEIN DKFZP7790175

ZNF670 ZINC FINGER PROTEIN 670

SUV39H1 SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOG 1 (DROSOPHILA)

PPRC1 PEROXISOME PROLIFERATIVE ACTIVATED RECEPTOR, GAMMA, COACTIVATOR-RELATED 1
ZNF564 ZINC FINGER PROTEIN 564

MNAT1 MENAGE A TROIS HOMOLOG 1, CYCLIN H ASSEMBLY FACTOR (XENOPUS LAEVIS)
ZNF420 ZINC FINGER PROTEIN 420

ZNF684 ZINC FINGER PROTEIN 684

MED6 MEDIATOR OF RNA POLYMERASE Il TRANSCRIPTION, SUBUNIT 6 HOMOLOG (YEAST)
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5.5 miRNA-Bindestellen in kodierenden Bereichen

Bisher wurden die Bindestellen der meisten miRNAs bei Tieren, welche endogene mRNAs
funktionell regulieren, in den 3'UTRs der Ziel-Gene entdeckt. Die Gberwiegende Anzahl aller
Studien von miRNA-mRNA-Wechselwirkungen konzentrierten sich daher auf die 3’UTRs der
regulierten Ziel-Gene, einschliel3lich dieser Arbeit. In jingster Zeit wachst aber auch die Zahl
der Berichte, welche in den offenen Leserahmen oder in den 5UTRs von mRNAs
Bindestellen fur zellulare miRNAs beschreiben, obgleich diese dort seltener
vorkommen130135146 " Eine \weitere Studie beschreibt, dass durch die Einfilhrung einer zu
let-7-miRNA komplementaren Bindestelle in die 5UTR der Luciferase eines Expressions-
Systems die Luciferase ebenso effektiv reguliert wird wie durch eine entsprechende
Bindestelle in der 3'UTR*,

In den RISC-Pulldowns wurden unter anderen zwei mRNAs (GEMIN8 und NHP2L1)
angereichert, deren 3'UTRs in Luciferase-Assays nicht durch KSHV-miRNAs beeinflusst
werden. Durch bioinformatische Vorhersagen wurden potentielle Bindestellen fir diese
miRNAs in den kodierenden Bereichen gefunden, welche mit der Luciferase unseres
Reporter-Systems fusioniert wurden. Je eine Bindestelle aus der kodierenden Sequenz
beeinflusste dabei die Luciferase-Expression. Bindestellen fur KSHV-kodierte miRNAs
konnen sich also auch aufRerhalb der 3'UTR der regulierten mRNA befinden. Was fur
zellulare miRNAs kiirzlich das erste Mal beschrieben wurde®’, konnte somit in dieser Arbeit

das erste Mal fir KSHV-miRNAs gezeigt werden.

5.6 Ausblick

Das Ziel dieser Studie war die Identifikation zellularer Zielgene von KSHV-kodierten miRNAs.
Vor allem die Immunprazipitation von RISC-Komplexen durch AGO2-spezifische Antikorper
ist dafur ein vielversprechender Ansatz, da alle in Folge untersuchten Kandidaten auf Anhieb
durch weitere biochemische Methoden bestéatigt werden konnten. Diese Arbeit bietet somit
eine umfassende Liste von Zielgenen fur KSHV-miRNAs an. Mdglicherweise verhalten sich
viele dieser schwachen Regulationen neutral oder kommen erst durch ihre konzertierte
Aktion zur Wirkung. Letztendlich missen also die biologisch relevanten Effekte im
Zusammenspiel von Virus und Wirt herausgearbeitet und genau untersucht werden. Fir den
Anfang konnte die Regulation der Apoptose durch die KSHV-miRNAs gezeigt werden. Dabei
muss jedoch noch untersucht werden, ob die Caspase 3 hier den einzigen Faktor darstellt
oder ob es noch weitere miRNA-mRNA-Wechselwirkungen gibt, welche an diesem Effekt

beteiligt sind, und inwieweit diese eine Rolle wéahrend der KSHV-Infektion spielen.
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6  Abklrzungen

°C Grad Celsius
A Adenin
Abb. Abbildung
AIDS Erworbenes Immunschwache Syndrom (engl. aquired immune deficiency syndrome)
ATP Adenosin-Triphosphat
BCBL-1 engl. Body cavity based lymphoma cell line 1
bp Basenpaare
Bsd Blasticidin-S-Deaminase
C Cytosin
CIP Alkalische Kélberphosphatase
CMV Cytomegalovirus
D-MEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethyl-Sulfoxid
DNA Deoxyribonucleinséure
DTT Dithiothreithol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat
eGFP Enhanced green fluorescent protein
ER Endoplasmatisches Reticulum
EtOH Ethanol
FCS Fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)
G Guanin
Gramm
Erdbeschleunigung
Stunde
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HSV Herpes simplex-Virus
IFN Interferon
IL Interleukin
kb Kilobasenpaare
KSHV Kaposisarkom assoziiertes Herpesvirus
m Milli
m Meter
min Minute
mMiRNA Micro-RNA
mRNA Boten-RNA (engl. messenger-RNA)
n Nano
p Pico
PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
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PEG
PEL
PITA
gPCR
RIP
RISC
RNA
RPMI
RT

T

SiRNA

Tab.
TEM
Upm
z. B.

Polyethylenglykol

Primares Effusions-Lymphom
Probability of Interaction by Target Accessibility
Quantitative PCR
RISC-Immunprazipitation

RNA induced silencing complex
Ribonukleinsaure

Rosswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Reverse Transkription

Sekunde

Short interfering RNA

Thymin

Tabelle
Transmissions-Elektronenmikroskopie
Umdrehungen pro Minute

Zum Beispiel
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7 Anhang

7.1 In B-Zellen exprimierte miRNAs

Die folgenden 44 miRNAs wurden dem miRNA-Expressionsatlas'® entnommen und sind laut
diesem exprimiert in den Zelllinien "hsa_Burkitt-DG-75","hsa_Burkitt-BL41-mock" und
"hsa_Burkitt-BL41-95-EBV"

hsa-let-7a hsa-miR-19b hsa-miR-30b hsa-miR-142-3p
hsa-let-7d hsa-miR-20a hsa-miR-30c hsa-miR-142-5p
hsa-let-7f hsa-miR-21 hsa-miR-30d hsa-miR-146a
hsa-let-7g hsa-miR-210 hsa-miR-30e hsa-miR-155
hsa-miR-15a hsa-miR-25 hsa-miR-32 hsa-miR-181a
hsa-miR-15b hsa-miR-26a hsa-miR-92a hsa-miR-181b
hsa-miR-16 hsa-miR-26b hsa-miR-93 hsa-miR-186
hsa-miR-17 hsa-miR-27a hsa-miR-103 hsa-miR-301a
hsa-miR-18a hsa-miR-27b hsa-miR-106b hsa-miR-378
hsa-miR-191 hsa-miR-29a hsa-miR-130b hsa-miR-425
hsa-miR-19a hsa-miR-29b hsa-miR-140-5p hsa-miR-454
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7.2 Kandidaten fur eine direkte Regulierung durch KSHV-miRNAs

Die Kandidaten wurden aus den Microarrays mit Gesamt-RNA der KSHV-miRNA exprimie-
renden Zelllinien EaHy und DG75 (vgl. 4.3.1) extrahiert. Die Transkripte waren zwischen 1,7-
fach und 4-fach herunter reguliert und enthielten mindestens einen SEED-Match gegen
KSHV-miRNAs. Aus Platzgriinden werden hier nur die Kirzel der Gen-Namen, durch Semi-

kolons getrennt, angegeben.

7.2.1 Kandidaten aus den DG75-miRK10/12-Zellen

(5=463)

ABCA1;ABCC10;ACAP1;ACO1;ACOX1;ACPL2;ACSL1;ADAM17;ADAM19;ADAT2;ADORA2A;ADSS;AEBP2;AGK;AGL;AHI1;A
LCAM;ANKLE1;ANKLE2;ANKRD13C;ANKRD39;ANKRD44;APAF1;APLP2;APOBEC3G;ARCN1;,ARHGAP19;ARL5B;ARL8AA
RMCB8;ASB2;ATF5;ATG4D;ATP1A1;ATXN10;AUH;B4GALT5;BAG5;BCL7A;BIRC3;BTN3A3;C100rf12;C100rf137;C110rf47;C14
orf104;C140rf138;C140rf43;C150rf17;C170rf75;C170rf85;C180rf22;C190rf2;C1orf149;Clorf174;C20rf37;C30rf60;C4orf43;C5orf
24;C50rf35;C60rf108;C60rf192;CALML4;CAMK4;CBLL1;CCDC117;CCDC41;CCDC49;CCDC69;CCPG1;CD22;CD38;CD4;CDC
42;CDC42SE1;CDKN1B;CDKN2D;CFDP1;CHD2;CHID1;CHML;CKAP5;CLCNG;CLIP1;CLPTM1L;CMTM3;CMTM8;CNR1;COM
MD10;COPG;COTL1;CPOX;CRAMP1L;CREB3L2;CREB5;CRTAP;CSAD;CSK;CSRP1;CXCR5;CXorf23;DACT3;DAP;DBN1;DD
X17;DENND4B;DENND5A;DENND5B;DERL1;DLG3;DNAJB1;DNAJB14;DNAJB2;DNAJC21;DOCKS8;DOTI1L;EAF1;ECT2;EFN
B2;EIF2C2;EIF2C3;ELMO1;EML2;ENDOD1;ESR2;ETNK1;ETS2;EVL;EZH1;FAHD1;FAM102A;FAM102B;FAM108C1;FAM116A
;FAM118A;FAM177A1;FAM40A;FBX0O11;FBX046;FBX0O6;FBX08;FCHSD2;FERMT3;FLJ12529;FLJ25006;FLJ31306;FLNB;FN
BP4;FTSJD1;FUBP1;FUCAL;FUT8;GABARAPLL;GATS;GCAT;GCLM;GCNT1;GLS;GOLPH3L;GORASP1;GOSR1;GPR160;GP
R172A;GRAMD1C;GRB2;GRINA;GTPBP8;HDAC7;HEG1;HHEX;HIATL1;HIBADH;HIGD1A;HIVEP2;HMG20A;HMGB2;HSH2D;
HSPH1;HYOUL;ICAML;ICK;IL21R;IL27RA;IL28RA;INO8O;INPP5B;INPP5E; IQGAP2;IRF2;IRF4;I TPKB;ITPR1;JAG1;JHDM1D;J
MY;KAT2A;KBTBD6;KCNKG6;KDELR2;KIAA0146;KIAA0182;KIAA0494;KIAAL1219;KIAA1333;KIAAL1737;KIF3A;KLHL24;KLRC4;
LASP1;LDLRAPZL;LHFPL2;LIG3;LIMAL;LIN7C;LMNB2;LOC100131989;L0OC342892;LOC400027;LOC729776;LOC730051;LPA
R2;LPCAT1;LPGAT1;LRRC25;LRRIQ3;LRRK1;LUC7L;LZTFL1;LZTS1;MAP3K8;MAP4;MAPKAPK5;MAST3;MDH2;MED14;ME
D21;METTL10;MGC29506;MICAL3;MLH3;MLLT6;MPEG1;MRPS25;MSL2;MTHFD2;MTMR15;MTX3;MXD1;NAP5;NASP;NCAP
G2;NCKIPSD;NCOR1;NDRG3;NECAP2;NEDD4;NFKBIB;NHEDC2;NPAS2;NSBP1;NUAK2;NUCB1;NUCKS1;NUFIP2;NUP210;
NUP35;0DF2;0LFML2A;OPTN;ORAI2;0SBPL3;PAK2;PANK4;PAPOLA;PARP1;PARP12;PCID2;PCNXL3;PDCD4;PDIA6;PDIK
1L;PDS5A;PHAX;PHC3;PHF19;PHKB;PHTF2;PIAS3;PLAGL2;PLEKHF2;PLEKHJ1;PMAIP1;PNKD;POGZ;POLR1E;POR;POR
CN;PPFIAL;PPIL4;PPM1G;PPP1R12A;PPP1R16B;PPP2CA;PPP2R5C;PPP3R1;PREP;PREX1;PRKD2;PRKDC;PRKX;PRPF3
8B;PTK2B;PTPRJ;QTRTD1;RAB11FIP4;RAB33B;RAB3GAP1;RAB5B;RAB7A;RAB7L1;RAB8A;RABBB;RABGGTB;RAD23A;R
AD52;RAF1;RARA;RBBP5;RBM15;RBM25;RBM28;RBM38;RCOR1;RCSD1;RGS10;RICTOR;RNF10;RNF115;RNF166;RPN1;
RPS6KAL1;RSAD1;SACMI1L;SAFB2;SCLT1;SEC24D;SEMA4A;SERPINB9;SFRS14;SGPP1;SH2B3;SH2D3A;SH2D3C;SH3RF1
;SLC20A1;SLC22A15;SLC25A25;SLC25A27;SLC25A39;SLC25A42;SLC33A1;SLC44A2;SLC48A1;SMAD5;SMAP1;SMARCC2;
SMG7;SMURF2;SNRNP40;SNRNP48;SOD2;SP2;SPATA5;SPEN;SPG21;SREBF1;SSR3;SSRP1;STARD3;STAU1;STXBP3;SU
DS3;SUMO1;SWAP70;TADA2B; TAF4B; TAF8; TBC1D10B;TBC1D20;TBCCD1;TCERG1;TCF12, TERF2IP;TESK2; TFE3; THUMP
D1;TIGD1;TLE3;TLK1; TMBIM1; TMC6; TMEM123; TMEM159; TMEM192; TMEM48; TMTC4; TMUB2; TNFAIP1;TOB1;TP53INP2;T
PD52; TPM2;TRA2A; TRIM4; TSPYL4;TTC14;TTC9;TTF2; TUBEL1; TUBGCP3;TXLNA; TYRP1;UAP1L1;UBE4B;UBFD1;UBQLN2;
UBTF;UIMC1;ULK3;USP45;VPS26B;WBP2;WDR32;WDR33;WDR44;WDR51B;WDYHV1,WEE1,WHSC1,WHSC2;WIPF2;YPE
L1;YTHDC2;YWHAH;ZBTB10;ZBTB2;ZBTB20;ZBTB34;ZBTB41;ZBTB8;ZDHHC18;ZDHHC23;ZGPAT;ZNF22;ZNF227;ZNF294;
ZNF345;ZNF561;ZNF587;ZNF664;ZNF721;ZNF770;ZNF823;ZNRF2

7.2.2 Kandidaten aus den EaHy-miRK10/12-Zellen
(>=825)

ACACA;ACADS8;ACOT7;ACTR6;ADIPOR2;ADSS;AGPAT2;AGPAT5;AGPS;AKAP12;AKIRIN2;ALDH3A2;ALDH7AL1;ALG14;ALK
BH4;ALKBH8;ALS2CL;ANGPT1;ANKLE2;ANKRD13C;ANKRD32;ANTXR2;ANXA5;AP2A1;AP2A2;AP3D1;APAF1;APBAL;APL
N;APLP2;APPL1;ARFIP1;ARHGAP11A;ARHGAP18;ARHGAP21;ARHGAP26;ARHGAP29;ARHGAP5;ARHGEF3;ARID4A;ARID
4B;ARL13B;ARL14;ARL6IP1;ARL6IP6;ARPC1A;ARPC4;ARRB1;ASCC3;ASF1A;ASF1B;ATAD2;ATAD2B;ATEL1;ATP11C;ATP1
3A3;ATXN1;B3GNT2;B4GALT1;BAGALT6;BAG5;BBS7;BCKDHB;BCL10;BCL2L11;BICD2;BIN1;BMPR2;BRCA2;BRMS1L;BR
WD1;BSG;BUB1;BUB3;C100rf18;C110rf30;C120rf32;C120rf41;C120rf48;C140rf100;C140rf104;C140rf108;C140rf145;Cl40rf14
7,C140rf43;C150rf40;C160rf75;C170rf75;C170rf85;C180rf55;C190rf2;C1orf103;Clorf174;C1QBP;C210rf66;C2CD2;C20rf34;C3
orf62;C4orfl5;C4orf16;C40orf30;C4orf32;C4orf43;C4orf46;C50rf22;C50rf44;C60rf62;C80rf38;C90rf25;C9orf3; CALM1;CALML4;C
AND1;CARHSP1;CASK;CASP2;CASP3;CASP8;CASP9;CBX5;CCDC117;CCDC41;CCDC47;CCDC50;CCDC75;CCDC76;CCN
D1;CCNF;CCNT2;CD109;CD40;CD47;CD70;CD93;CDC2;CDC42;CDC42SE2;CDC7;CDK9;CDKAL1;CDKN2C;CENPF;CENPQ
;CEP120;CEP76;CERK;CFLAR;CHD1;CHD2;CHD9;CHM;CHRNA5;CHRNB1;CLASP1;CLIC2;CLSPN;CNIH3;CNNM3;CNOT6L
;CNTLN;COL4A2;COPG;COPS7B;COX16;CPS1;CPSF2;CREBZF;CRKL;CSAD;CSDA;CSE1L;CSNK1A1;CSNK1G1;CSTF1;C
STF2T;CTAGES5;CTBP1;CTDSPL2;CUEDC1;CWF19L1;CXorf15;CYB5B;CYP26B1;DAAM1;DCP2;DDAH1;DDX46;DEDD;DHC
R24;DHX35;DLD;DMTF1;DNA2;DNAJB14;DNAJB4;DNAJC14;DNAJC21;DNAJC5;DSN1;DTL;DUSP4;DUSP6;DUT;E2F1;EAF1
;EEAL;EED;EGFL7;EI24;EID1;EID2B;EIF1AX;EIF2S2;ELAVL2;ELF2;ELK3;ELMO1;EML4;ENAH;ENDOGL1;EPHA4;ERAP2;E
RMP1;ESAM;ETAAL;EXOCS5;EXOC6;EXOSC6;EXTL2;FAF2;FAHD1;FAM102B;FAM108B1;FAM111B;FAM172A;FAM175B;FA
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M53C;FAM55C;FAM73A;FAM76B;FANCD2;FANCG;FAR1;FBXW7;FCHOZ2;FDFT1;FGFR10P2;FKBP5;FLI1;FLJ12529;FMNL3
;FRMD3;FRMD4B;FRY;FUBP1;FUBP3;FUT8;FYTTD1;G3BP1;G3BP2;GALNT13;GALNT4;GALNT7;GCC2;GDAP2;GIMAP7;GI
NS1;GLT8D3;GNAIL;GNL3L;GPBP1;GPR177;GPSM2;GRPEL2;GSN;GSPT1;GTF2I;H2AFV;HACL1;HAVCR2;HBS1L;HECTD1
;HECTD2;HELLS;HIRA;HMG20A;HMGB2;HMGB3;HMGCR;HNRNPA3;HNRNPD;HNRNPF;HNRNPH3;HNRNPR;HNRPDL;HO
OK3;HRH1;HS2ST1;HYALZ;IFNARL;IFNEL;IFNGR2;IFT80;IFT81;ILLRAPLL;IL6ST;ILF3;INCENP;INO8OC; INPP5A;INSM2;IPO
11;1PO8;IQCBL;IQGAPLIRAKZ;IRF2;ITFG3;ITGALO;ITGAG;I TGB5;ITPKB;JAK1;JAK2;,JAM3;KBTBD4;KCTD12;KCTD3;KIAA0L
46;KIAA0232;KIAA0754;KIAA0776;KIAALL199;KIAAL274;KIAAL462;KIAAL522;KIAA1586;KIAA2026;KIF11;KIF3C;KLF9;KLHDC
3;KLHL5;KLHL6;KPNAL;KRAS;KRIT1;KSR2;L3MBTL3;LANCL1;LAPTM5;LARP4;LARS;LHX2;LIAS;LIG1;LIMD1;LMBR1;LMNB
2;L0C100128274,L0C100129502;L0C100129905;LOC100130123;LO0C100131989;L0C100132181;L0C100133914;LOC2035
47,LOC253039;LPCAT3;LPGAT1;,LPHNZ2;LPINL;LPIN2;LRIG2;LRP12;LRRC40;LRRC58;LRRC8B;LRRC8C;LSS;LTBP3;LTBP4
;LYSMD4;MACF1;MALL;MAN2A1;MAP2;MARCH5;MASTL;MAZ;MBD4;MBNL1;MBTD1;MCM10;MCM4;MCM5;MDM1;MDMZ2;
MDM4;MED4;MEF2A;MEGF9;MEIS2;METTL4;METTL7A;MFN2;MIB1;MIER3;MKLN1;MLF1IP;MMP14;MMRN2;MN1;MND1;M
OBKL1A;MOCS3;MPZL2;MRE11A;MRFAP1L1;MSL2;MSL3;MTF2,MTFMT;MTMR10;MTMR9;MYO5A;NAB1;NAP1L4;NARG1];
NARGI1L;NAT11;NAV1;NCAPG;NCAPG2;NCBP1;NCOA3;NCOR1;NDNL2;NEIL3;NET1;NFAT5;NFKBIA;NFYA;NID1;NIPBL;NL
K;NLRC3;NLRP1;NOD1;NOL9;NPAC;NPAS2;NPAT;NPDC1;NRGN;NRP2;NSBP1;NT5DC1;NTNG2;NUCKS1;NUP155;0PA1,
ORAI2;0SBPL11;0SBPL3;0SMR;0TUD6B;P2RY5;PAK2;PALB2;PAPD4;PAPOLA;PARP14;PAXIP1;,PBXIP1;PCM1,PCNA;PC
SK7;PCTK2;PCYOX1;PCYT1A;PDEAD;PDE6D;PDGFB;PDGFC;PDS5A;PECAM1;PEX13;PGAP1;,PGM2L1;PHACTR2;PHAX;P
HF14;PHF21A;PHKG2;PIF1;PIK3R1;PIK3R3;PKN2;PLAA;PLCB1;PLCG1;PLEKHO2;PLK4;PLRG1;PMAIP1;POGZ;POLE3;PO
LH;POLQ;POLS;POMT2;PPFIBP1;PPIB;PPIL4;PPIL5;PPL;PPM1F;PPP1CB;PPP3R1;PPTC7,PRKACB;PRKAR2A;PRKD2;PR
KD3;PRKDC;PRKX;PRPF38B;PRSS23;PRTFDC1;PSIP1;PTPN11;PTPRB;PTPRE;PTPRR;PUS7L;RAB11A;RAB35;RAB4A;R
AB5B;RAB8A;RAD51AP1;RAD52;RANBP2;RANBP6;RAP2A;RAPGEF1;RAPGEF5;RBBP4;RBBP5;RBL1;RBM12B;RBM14;RB
M15;RBM22;RBM25;RBM3;RECQL;REEP3;REL;RFC1;RFC2;RGL1;RHOB;RHOBTB1;RICTOR;RIF1;RILPLZ2;RLF;RNASEL;R
NF213;RNF219;ROD1;RPN1;RPRD1A;RRM2B;RRP15;RSF1;RSRC2;RYK;S1PR1;SAFB;SAFB2;SAMHD1;SAV1;SC4MOL;SC
ARB2;SCARF1;SCD5;SCLT1;SCML1;SCOC;SEC31A;SELO;SEMAG6B;SENP1;SENP6;SERTAD3;SESN1;SFPQ;SFRS10;SFR
S11;SFRS12;SFRS14;SFRS3;SGIP1;SGK269;SH2D3C;SH3BP2;SH3BP5;SH3D19;SHMT1;SHPRH;SHROOM3;SHROOM4;SI
KE;SKIV2L2;SKP1;SLC12A2;SLC16A1;SLC25A37;SLC29A1;SLC30A7;SLC35E4;SLC39A9;SLC44A1;SLC4A7;SLC5A3;SLC6
A6;SLTM;SMAD1;SMAD3;SMAD5;SMARCC1;SMC2;SMC3;SMC4;SMC5;SMC6;SNCG; SNRK;SNRNP48;SNRPD3;SNX4;SOR
BS2;SORL1;S0S1;S0S2;SOX4;SPAST,;SPCS2;SPEN;SPIN3;SPTY2D1;SQLE;SR140;SREBF1;SSH2;SSR3;SSU72;ST3GALS5
;STARDS;STIP1;STRN3;STX16;STX6;STXBP3;STXBP5;SUCLA2;SUDS3;SUFU;SVIP;SWAP70;SYCP2L;SYNCRIP;SYT1;TA
CC1;TAF15;TAF5,TAOK2,TBC1D24;TBCCD1;TBK1; TBL1X; TBL1XR1; TCEA2;TCF4; TCF7LL; TEP1, TET3;, TGFBRAP1; TGIF2;T
HUMPDZ1;TIAL TIPRL; TIP1; TLE4, TM4SF18;TMEM123;TMEM135; TMEM156; TMEM159; TMEM168; TMEM200A; TMEM49; TME
M57; TMEM66; TMEM77;TMEM97; TMOD3; TNFSF15; TNFSF9; TOMM22; TOP2B; TOPBP1;TOR1AIP1;TOR3A;TP53;TPR;TPST2
;TRA2A; TRAPPC10;TRIB2; TRIM2; TRIM21; TRIM23;TRIM52; TRIM59; TRMT2B; TRPC1;TRRAP; TSGA10; TSN; TSPAN15; TSPA
N3;TSPAN9;TTC37;TTF2;TTK; TUSC1; TWF2; TXNDC1, TXNDC10; TXNDC13;TXNIP;UBA6;UBE2H;UBE2J1;UBE2N;UBE4B;UB
N1;UBXN4;UBXN7;UCHL5;UHMK1;UNC119B;UNG;USP22;USP34;USP37;USP38;UTP15;UTRN;UTX;VASP;VISA;VPS13A;W
DFY1;WDHD1;WDR43;WDR51B;WDR76;WDR89;WEE1;WIBG;WRB;XIRP2;XPO4;XPO7;YESL;YPEL2;YTHDC2,YWHAH;ZBT
B1,ZBTB20;ZBTB34,ZBTB6;ZC3H12C;ZC4H2;ZDHHC17;ZDHHC6;ZEB1;ZFP112;ZFP91,ZFR;ZFX;ZFYVE16;ZHX1,ZMAT3;Z
MYM1;ZMYM2;ZMYM6;ZNF146;ZNF207;ZNF217;,ZNF235;ZNF238;ZNF294;ZNF323;ZNF326;ZNF362;ZNF488;ZNF518A;ZNF5
21;,ZNF551;ZNF587;ZNF644;ZNF652;ZNF684;ZNF721;ZNF740;ZNF800;ZYG11B

7.2.3 Kandidaten in beiden Zelllinien
(2=93)

ADSS;ANKLE2;ANKRD13C;APAF1;APLP2;BAG5;C140rf104;C140rf43;C170rf75;C170rf85;C190rf2;Clorf174;C4orf43;CALML4
;:CCDC117;CCDC41;,CDC42;CHD2;COPG;CSAD;DNAJB14;DNAJC21;EAF1,ELMO1;FAHD1;FAM102B;FLJ12529;FUBP1;FUT
8;HMG20A;HMGB2;IRF2;ITPKB;KIAA0146;LMNB2;LOC100131989;LPGAT1;MSL2;NCAPG2;NCOR1;NPAS2;NSBP1;NUCKS

1;0RAI2;0SBPL3;PAK2;PAPOLA;PDS5A;PHAX;PMAIP1;POGZ;PPIL4;PPP3R1;PRKD2;PRKDC;PRKX;PRPF38B;RAB5B;RA

B8A;RAD52;RBBP5;RBM15;RBM25;RICTOR;RPN1;SAFB2;SCLT1;SFRS14;SH2D3C;SMAD5;SNRNP48;SPEN;SREBF1;SSR
3;STXBP3;SUDS3;SWAP70;TBCCD1;THUMPD1;TMEM123; TMEM159;TRA2A; TTF2;UBE4B;WDR51B;WEE1;YTHDC2;YWHA
H;ZBTB20;ZBTB34;ZNF294;ZNF587;ZNF721
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7.3 Anreicherung vorhergesagter Bindungsstellen in den Zielgenen zel-
lularer miRNAs

Potenzielle Bindestellen fir zellulare miRNAs in den 3'UTRs der Transkripte, welche durch
AGO2-IPs um mindestens einen Faktor 1,2x in unterschiedlichen B-Zellen angereichert wa-
ren (Zielgene fur zellulare miRNAs), wurden mit Hilfe des PITA-Algorithmus vorhergesagt.
Unterschiedliche Schwellenwerte fir AAG wurden verwendet, um eine Verzerrung durch zu
stringente oder zu lockere Kriterien zu vermeiden. Der p-Wert bezieht sich auf die Wahr-
scheinlichkeit, dass miRNA-Bindestellen unter den gegebenen Parametern Gberreprasentiert

sind.
AAG cut off Quotenverhaltnis log Quotenverhéltnis p-Wert

0 5,476 2,453 6,19E-55
-1 5,534 2,468 9,31E-57
-2 5,289 2,403 2,06E-57
-3 5,239 2,389 5,15E-60
-4 5,084 2,346 6,19E-63
-5 4,480 2,164 1,06E-61
-6 3,928 1,974 3,36E-60
-7 3,397 1,764 5,76E-59
-8 2,797 1,484 2,62E-53
-9 2,487 1,314 7,81E-52
-10 2,169 1,117 5,40E-47
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7.4 RISC-IP-Analysen identifizieren Ziel-Gene fur KSHV-miRNAs

Ziel-Gene fur miRNAs mussten folgende Kriterien erfillen:

KSHV-miRNA-Ziel-Gene, welche nicht von zellularen miRNAs reguliert werden (Liste 1 & 2)

a) Durchschnittliche Anreicherung in DG75-eGFP: <1,2

b) Durchschnittliche Anreicherung in BCBL-1: >3,0

¢1) Durchschnittliche Anreicherung in DG75miRK10/12: >2,0 : Zeigt an, dass das Gen von einer der 10 intro-
nischen miRNAs reguliert wird. (Liste 1)

¢2) Durchschnittliche Anreicherung in DG75miRK10/12: <2,0: Entweder ein Ziel-Gen fur andere als die intro-
nischen KSHV-miRNAs oder der Grund ist die schwéachere Expression von KSHV-miRNAs in der Zelllinie
DG75miRK10/12. (Liste 2)

KSHV-miRNA-Ziel-Gene, welche zusétzlich von zellularen miRNAs reguliert werden (Liste 3)
a) Anreicherung in DG75-eGFP: >1,2
b) Anreicherung in BCBL-1 mindestens 3-fach starker als in DG75-eGFP

Zusatzkriterium: Keine Induktion der Gene durch KSHV-Infektion
Expressionshéhen in den BrdU-IPs von BCBL-1 nicht >1,5-fach héher als DG75-eGFP

BBl Untersucht mit TagMan-PCRs und bestétigt. Untersucht mit TagMan-PCRs, nicht bestatigt.

1: Transkripte angereichertin BCBL-1 (>3x) und DG75miRK10/12 (>2x)

Gen-Symbol Gen-Beschreibung

NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae) (NHP2L1), transcript variant 1, mRNA.
G-2 and S-phase expressed 1 (GTSE1), mRNA.

CDKS5 regulatory subunit associated protein 1

gem (nuclear organelle) associated protein 8 (GEMINS), transcript variant 3, mRNA.

ring finger protein 8 (RNF8), transcript variant 1, mRNA.

NISCH nischarin (NISCH), mRNA.
2: Transkripte angereichert in BCBL-1 (>3x), Anreicherung in DG75miRK10/12 (<2,0x)
Gen-Symbol Gen-Beschreibung
RAB, member RAS oncogene family-like 5 (RABL5), mRNA.
FBXO7 chromosome 17 open reading frame 81 (C170rf81), transcript variant 2, mRNA.

FAM86C family with sequence similarity 86, member C (FAM86C), transcript variant 1, mRNA.
C220rf28 chromosome 22 open reading frame 28 (C220rf28), mRNA.

C9orf6 chromosome 9 open reading frame 6, mMRNA (cDNA clone MGC:8859 IMAGE:3910513), complete cds.
SF3B5 splicing factor 3b, subunit 5, 10kDa (SF3B5), mRNA.

LOC492303 FAMS51A1 pseudogene (LOC492303) on chromosome 1.
AHCY S-adenosylhomocysteine hydrolase (AHCY), mRNA.

PPP3CA protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform (PPP3CA), mRNA.
C170rf81 chromosome 17 open reading frame 81 (C170rf81), transcript variant 2, mRNA.

ZNF184 zinc finger protein 184 (ZNF184), mRNA.

MECR mitochondrial trans-2-enoyl-CoA reductase (MECR), nuclear gene encoding mitochondrial protein
C160rfl3 chromosome 16 open reading frame 13 (C160rf13), transcript variant 1, mRNA.
GEMINS gem (nuclear organelle) associated protein 5 (GEMIN5), mRNA.

WASF1 WAS protein family, member 1 (WASF1), transcript variant 1, mRNA.

MNAT1 menage a trois homolog 1, cyclin H assembly factor (Xenopus laevis) (MNAT1), mRNA.

TUSCA4 tumor suppressor candidate 4 (TUSC4), mRNA.

IL22RA1 interleukin 22 receptor, alpha 1 (IL22RA1), mRNA.

CYC1 cytochrome c-1 (CYC1), mRNA.

ZNF569 zinc finger protein 569 (ZNF569), mRNA.

hCG_1641703 similar to hCG1641703 gene:ENSG00000217644
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PIK3CA phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide (PIK3CA), mMRNA.
WRNIP1 Werner helicase interacting protein 1 (WRNIP1), transcript variant 1, mRNA.
TBC1D14 TBC1 domain family, member 14 (TBC1D14), transcript variant 1, mRNA.

DARS2 aspartyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial (DARS2)

NAF1 nuclear assembly factor 1 homolog (S. cerevisiae) (NAF1), transcript variant 1, mRNA.
ARHGAP23  similar to Rho GTPase-activating protein 23 gene:ENSG00000167433
APBA3 amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 3 (X11-like 2) (APBA3), mRNA.
ZFP82 zinc finger protein 82 homolog (mouse) (ZFP82), mRNA.

TOM1L1 target of myb1 (chicken)-like 1 (TOM1L1), mRNA.
SOCSs3 suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), mRNA.
hCG_2004593 ribosomal protein L17-like (LOC645296), mRNA.
LOC541472  hypothetical LOC541472, mRNA (cDNA clone IMAGE:3463942), complete cds.
ZNF829 zinc finger protein 829 (ZNF829), mRNA.
FOSL1 FOS-like antigen 1 (FOSL1), mRNA.
SNORA75 small nucleolar RNA, H/ACA box 75 (SNORA75) on chromosome 2.
3: Transkripte angereichert in BCBL-1 und DG75-eGFP, aber mind. 3x starker in BCBL-1 als in DG75-eGFP
Gen-Symbol Gen-Beschreibung
zinc finger protein 684 (ZNF684), mRNA.
leucine rich repeat containing 8 family, member D (LRRC8D), mRNA.
cyclin F (CCNF), mRNA.
RBM22 RNA binding motif protein 22 (RBM22), mRNA.
C6orf66 chromosome 6 open reading frame 66 (C60rf66), mRNA.
VRK3 vaccinia related kinase 3 (VRK3), transcript variant 1, mRNA.
NDUFA7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 7, 14.5kDa (NDUFA7), mRNA.
CANT1 calcium activated nucleotidase 1 (CANT1), mRNA.

MEDG6 mediator complex subunit 6 (MED6), mRNA.

PPRC1 peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator-related 1 (PPRC1), mRNA.
NFKBIA nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (NFKBIA), mRNA.
LETM2 leucine zipper-EF-hand containing transmembrane protein 2 (LETM2), mRNA.

R3HDM2 R3H domain containing 2 (R3HDM2), mRNA.
MRPL10 mitochondrial ribosomal protein L10 (MRPL10), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA.
SLC1A5 solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter), member 5 (SLC1A5), mRNA.
C140rf119 chromosome 14 open reading frame 119, mRNA (cDNA clone MGC:4950 IMAGE:3458006
ZNF420 zinc finger protein 420 (ZNF420), mRNA.
ZNF799 zinc finger protein 799 (ZNF799), mRNA.
C18orf55 chromosome 18 open reading frame 55 (C180rf55), mRNA.
ZNF564 zinc finger protein 564 (ZNF564), mRNA.
SUV39H1 suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila) (SUV39H1), mRNA.

MTFEMT mitochondrial methionyl-tRNA formyltransferase (MTFMT), nuclear gene encoding mitochondrial protein,
Cl7orf44 chromosome 17 open reading frame 44, mRNA (cDNA clone MGC:142124 IMAGE:8322616)
MAP1S microtubule-associated protein 1S (MAP1S), mRNA.

ZNF383 zinc finger protein 383 (ZNF383), mRNA.

GNRHR2 gonadotropin-releasing hormone (type 2) receptor 2 (GNRHR2) on chromosome 1.
ZNF607 zinc finger protein 607 (ZNF607), mRNA.

FAM86D Protein FAM86D gene:ENSG00000163612

ZNF670 zinc finger protein 670 (ZNF670), mRNA.

NDUFB10 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 10, 22kDa (NDUFB10), mRNA.
KSHV-miRNA-Ziel-Gen, erflllt nicht alle 0.g. Kriterien, wurde aber durchTagMan-PCR bestatigt
Gen-Symbol Gen-Beschreibung

exocyst complex component 6 (EXOCS6), transcript variant 1, mRNA.
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7.5 Vergleich mit anderen Studien (Publizierte Zielgene)

Keines der bisher publizierten Zielgene erfillte unsere sehr stringenten Kriterien, welche an-
gesetzt wurden, um ein Gen als Zielgen fuir KSHV zu bezeichnen. Einige lieRen sich aber
dennoch in unseren RISC-IP-Analysen anreichern. Transkripte, welche >2-fach in den
KSHV-positiven BCBL-1-Zellen gegeniiber nichtinfizierten Zellen angereichert waren, sind rot
markiert. Transkripte, welche >1,5-fach angereichert waren sind orange markiert. Die blau
markierten Zielgene wurden in den verwendeten Zelllinien nicht exprimiert und kénnen des-
halb auch nicht angereichert werden. Die Anreicherung von MICA und MICB wurde in

TagMan-Analysen bestatigt (Daten nicht gezeigt).

KSHV miR-K12-11 and hsa miR-155 targets (Gottwein et al. Nature 2007)%
Gen-Symbol mRNA-Beschreibung

BCLAF1 Homo sapiens BCL2-associated transcription factor 1 (BCLAF1), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens angiotensin |l receptor-associated protein (AGTRAP), transcript variant 1, mRNA.
BACH1 Homo sapiens BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 (BACH1)
FOS Homo sapiens v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog (FOS), mRNA.
IKBKE Homo sapiens inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon (IKBKE)
MAP3K10 Homo sapiens mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10 (MAP3K10), mRNA.
TWF1 Homo sapiens twinfilin, actin-binding protein, homolog 1 (Drosophila) (TWF1), mRNA.
Homo sapiens phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide (PIK3CA), mRNA.
RFK Homo sapiens riboflavin kinase (RFK), mRNA.

RPS6KA3 Homo sapiens ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 (RPS6KA3), mRNA.
SAMHD1 Homo sapiens SAM domain and HD domain 1 (SAMHD1), mRNA.
Homo sapiens Src-like-adaptor (SLA), transcript variant 1, mRNA.

KSHV miRNA targets (Skalsky et al. Journal of Virology 2007)*’
Gen-Symbol mRNA-Beschreibung

LDOC1 “Homo sapiens leucine zipper, down-regulated in cancer 1 (LDOC1), mRNA.
MATR3 Homo sapiens matrin 3 (MATR3), transcript variant 1, mRNA.

TMBSF1 h
PHF17 Homo sapiens PHD finger protein 17 (PHF17), transcript variant L, mRNA.

KSHV miRNA targets (Samols et al. PLoS Pathogens 2007)'%°
Gen-Symbol mRNA-Beschreibung

THBS1 Homo sapiens thrombospondin 1 (THBS1), mRNA.
SPP1 Secreted Phosphoprotein 1

KSHV miRNA target (Ziegelbauer et al., Nature Genetics 2008)%*

Gen-Symbol mRNA-Beschreibung

BCLAF1 Homo sapiens BCL2-associated transcription factor 1 (BCLAF1), transcript variant 1, mRNA.

KSHV miRNA target (KSHV-miR-K12-7) (Nachmani et al. Cell Host Microbe 2009)***
Gen-Symbol mRNA-Beschreibung
Homo sapiens MHC class | polypeptide-related sequence B (MICB), mRNA.
Homo sapiens MHC class | polypeptide-related sequence A (MICA), mRNA.
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7.6 Sequenz von LRRC8D und miRK12-3-5p-Bindestelle

Accession: NM_001134479 LRRCB8D transcript variant 1; Bindestelle: Grun hinterlegt.

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801

1851

1901

CCATGTTACG
CTCCCGTCGC
GCTCCTCCGC
AGGGTCCAGG
CCGCCGCCCG
TGGCTTGGCG
GTGCTGCCGG
CCAGCCTCCG
AACAGGGTGG

CACTTAATGA
L N D
GTGTTTATGG
V F M D
AGGAACCATG
G T M
CATCTCCTGT
S P V
ACCACCAACA
T T N I
GCGGACAACA
R T T
TACCTCTCAG
P L R
GAGGCAAAGA
E A K K
TTTTCAGCAA
F Q Q
CGTGGTATTC
W Y S
CTCATGGTCA
L M V S
AGTAGAACAT
V E H
CGACAAAAGC
T K A
CAGAGAATAA
Q R I T
TGATGAAGGG
D E G
TTAAATTTTC
K F S
CTGGATAAAA
L D K K
GAAGTTCCGT
K F R
TGGTCCAAAC
V Q@ T
ACAGCGAACT
T A N F
AGTTGAGCAT
V E H
CTTACATGTT
Y M L
TATGGCTTTA
Y G F I
GAAGGAATAT
K E Y
TTCCAGATGT
P DV
TATGACCAGC
Y D O L
TGAAAATAAA
E N K
AACTCAGGCA
L R Q
CTGTTCATGC
L F M L
GGATGTGCTA
D V L

CTTTGTCTAA
CGCTGCTGCC
CGCGCTTCGA
GTGCAGCGCG
CCGCGGGTGA
GCCGAGCTGC
GTCTCAGGAT
GAGCTCGCCC
CCGCTTGGTC

CATTCAGCCA
I Q P
ATTACCTAGC
Y L A
CAACTTACCA
QL T K
AAATTCAAAG
N S K
TCCCAAAGAT
P K M
AACGACATTT
N D I S
AGCCACATAT
AT Y
AAGAGAAGAA
E K K
TATGTATTTA
Y V F I
TAAGTACTTT
K Y F
GTAGCAACTT
S N F
TTTGTTTCAA
F V S8 I
GTTGTCTGAG
L S E
CAGGTGCCCA
G A Q
AGCCCCAGTG
S P S A
AGCTGAGAAG
A E K
AGGATGGAGA
D G E
GCCCATGTGG
A H V E
AGTTATCAAA
vV I K
TTGTCAACGC
V N a
CTGATTGGTT
L I G Y
GAAAAAGCTT
K K L
TCTGCCTCTA
cC L Y
TCTTTCGAAA
S F E K
CAAAAACGAT
K N D
TATATTCCAA
Y S K
CTTAGGGAAA
L R E I
GCACATTTCA
H I S
TGTCGGGGGT
S G V
AAGCTTGAAC
K L E L

TTCCCCTCGT
GCTGCCGCTG
GGTGGCAGCC
CCTTCGCCGC
TGCCGCCACC
ACCCCAAGGA
GGAGGAGTGA
AAGCCGCGTC
CAGGAATGTT
M F
ACTTACCGAA
T Y R I
TGTTGTTATG
V V M
AAGATCAGGT
D Q V
GCACATACAC
A H T P
GGAAGCAGCC
E A A
CCTTTGGGAC
F G T
CCTCGCACAG
P R T D
AGATCCAACA
D P T
TTAATCAAAT
N Q M
CCATACCTAG
P Y L A
TTGGTTCAAA
W F K
TATTAGGAAA
L G K
ACAGCATGCG
T A C E
GACTCTACCA
T L P
CCAGTACACC
S T P
CCTGTGATTG
P V I E
GCAGGCCAAA
0 A K
AAGATAGTGA
D S D
ACAGCCAAGT
T A K F
AATCAGCTTT
I S F
ATGAGGTATT
E V F
CTCATCAGTT
L I S Y
CACTCTCTTC
T L F
AAGTCAGAGA
V R E
TTTGCGTTCC
F A F L
GCGTTTTGGT
R F G
TTAGTTTGAA
S L N
CGCAACGCCC
R N A Q
GCCCGATGCT
P D A
TAATTCCAGA
I P E

TACAGAGTCA
CCGCCGCCCG
GCGGGCGGGG
CCCGGCGCGT
TCCGGCCTCA
AGTGCACGGC
AGTCTCCTGT
CCCAGAGAGC
TACCCTTGCG
T L A
TCCTGAAACC
L K P
TTAATGGTAG
L M V A
GGTCTGTTTG
vV ¢ L
CACCAGGAAA
P G N
ACCAACCAAG
T N Q D
ATCTGCTGTG
S A vV
ATTTCGCACT
F A L
GGTCGAAAAA
G R K T
GTGTTACCAT
C Y H
CTCTTATACA
L I H
TATCCCAAAA
Y P K T
GTGCTTTGAA
C F E
AAGACTCAGA
D S E
AAGCATGTTT
K H V S
AATGATCAAT
M I N
AAGTTCCCAG
vV P S
GCCCTGTTTG
A L F E
CTTGATCTAT
L I Y
TCATTTTTAT
I F I
GAACACGTCT
E H V C
TGAGTGCACC
E C T
ACATATCCAT
I s I
TGGTTATTCA
W L F R
AGAGAGCAGT
E S S
TTCTTCACAT
L H M
GTGTTCTTGT
vV F L S
CCATGAGTGG
H E W
AGGACAAGCA
D K O
GTCTTTGACC
V F D L
AGCTAAAATT
A K I

TGTGCTGCTG
TGGTGCCCCG
CCGCGGGAGC
CCCGGTGCAG
GCATAAGCCG
TGTCTATAAC
CGCCGTGGTT
GCCCTGAGAG
GAAGTTGCAT
E V A S
ATGGTGGGAT
W W D
CCATCTTTGC
I F A
CCAGTATTGC
P V L P
TGCCGAGGTC
A E V
ACCAAGATGG
Q D G
ACACCTGACA
T P D I
TCCAAATCAG
P N Q
CAAACTTGGA
N L D
CTGGCCCTTC
L A L P
TACTATTATT
T I I
CATGCTCAAA
cC s K
TCCCCTTGGA
S P W T
GGAAAACAAG
E N K
CTACCAGCAG
T s s
AAAACTGGCT
K T G F
CATGACAATC
M T I
AGAAAGTGAG
K V R
AAACTCTATG
K L Y V
TCTCTGCTAT
L C Y
GCAAGCCCAA
K P K
CACAATATGG
H N M 2
TATTTGTGTT
I C V
GGATACCTTT
I P L
TTTAGTGACA
F S D I
GGTAGACCAG
V D Q
CAGAAGTTAG
E V S
ACATTTGAAA
T F E K
GGAGTTGCAT
E L H
TCACAGACCT
T D L
CCTGCTAAGA
P A K I

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651

3701
3751

TTTCTCAAAT
S Qg M
AAAGTTGAAC
K V E Q
TCACGTGAAG
H V K
TCAAAAACCT
K N L
AATAAGATGA
N K M I
TCTCCACGTG
L H V
TGGCTCCACA
A P H
TTGGTACTGA
L V L N
CCAGAACTGT
Q N C
ATTTACAGGA
L Q E
ATCATCAGTT
I I S F
TAACAAAATT
N K I
AGTCACTTTA
S L Y
TTTAGTTTAC
F S L Q
AATGATTCCA
M I P
TCACTGGGAA
T G N
AAGTTGAGGA
K L R T
GAAAGTTGGT
K V G
GCTTGGACCG
L D R
AGCGGGCTTG
S G L V
CAAAGAGGCA
K E A
AAACTAAGAT
GCAAGTGCTC
TACATCTTTT
CATAACTGAA
TCATTTTTTT
ATCTTGGTTC
TGTTTACAAA
TTACTATATC
GCAATATTGC
CTTGTAAATT
AAAGTGCCTC
CCTGAGCACC
GTAGAGGTAT
AAGAAATAAC
CTGATTATAT
AGAAAATGTT

GACTAACCTC
T N L
AGACTGCTTT
T A F
TTCACTGATG
F T D V
TCGAGAGTTG
R E L
TAGGACTTGA
G L E
AAGAGCAATT
K S N L
TCTTACAAAG
L T K
ACAGCCTTAA
S L K
GAGCTAGAGA
E L E R
ACTGGATTTA
L D L
TCCAGCATTT
Q H L
GTTACTATTC
vV T I P
TTTCTCTAAC
F S N
AGAAACTCAG
K L R
ATAGAAATAG
I E I G
CAAAGTGGAC
K V D
CTTTGAATCT
L N L
CAGCTCTCCC
Q L S Q
CCTGCCAGCC
L P A
TTGTGGAAGA
vV E D
TTGAATCAAG
L N @ D
AATATATGCA
ACGTACAAGT
AAAATAAAAC
TGTTCAATGT
TTTTCTTTTG
TTTTTAAATT
TTGCTTGCCT
ACCTTTTTTG
TTTAACTCCG
TAGATTTGCT
AAGTAAGCAC
TCGTGTCATA
GTGGATTTTT
ACATTTCTTA
GGTACATTTT
TTCTAAAAAT

CAAGAGCTCC
Q E L H
TAGCTTTCTT
S F L
TGGCTGAAAT
A E I
TACTTAATAG
Y L I G
ATCTCTCCGA
S L R
TGACCAAAGT
T K V
TTAGTCATTC
L V I H
GAAAATGATG
K M M
GAATCCCACA
I P H
AAGTCCAATA
K S N N
AAAACGACTG
K R L
CTCCCTCTAT
P S I
AACAAGCTCG
N K L E
ATGCTTAGAT
C L D
GATTGCTTCA
L L Q
ATTCTGCCAA
I L P K
GGGACAGAAC
G Q0 N
AGCTCACTCA
L T Q
CAGCTGGGCC
Q L G Q
TCACCTTTTT
H L F
ACATAAATAT
I N I
CAGTGATGTG
TATTACAAGA
AGAGAGGATG
TTGTAGGGTT
GGGAAAGGGA
GTTTGTAACT
GCTAAAGTAA
AGGGGTCTTA
TTCACTAAAG
GAAATACTGA
CTCTCACAAC
GATTTTATAC
AGGGGTTTTG
ATAATAGCTT
TCTACCAGTA
AAATTTTATT

ACCTCTGCCA
L C H
CGCGATCACT
R D H L
TCCTGCCTGG
P A W
GCAATTTGAA
N L N
GAGTTGCGGC
E L R H
TCCCTCCAAC
P S N
ATAATGACGG
N D G
AATGTCGCTG
N V A E
TGCTATTTTC
A I F
ACATTCGCAC
I R T
ACTTGTTTAA
T ¢ L K
TACCCATGTC
T H V
AATCCTTACC
S L P
GTGAGCTACA
V S Y N
GAACCTGCAG
N L Q
AACAATTGTT
Q L F
TGCATCACCT
cC I T s
GCTGGAGCTG
L E L
AGTGTCGGAT
C R M
GATACCCTGC
D T L P
TCCCTTTGCA
P F A
CAGGAACAAC
TAATGCATTT
CATAGAAGGC
TTAAGTCATT
AGGAAAAATT
TGGATGCTGC
ATGATTAAAT
ATTTACTTTG
ACAAACACAT
TTTATTTCCT
AGTTGACTGG
TCTTACAGAC
TTTTTTTAAG
TTTTGACATA
ATATAGGGTT
ACAACAAAAA

CTGCCCTGCA
C P A
TGAGATGCCT
R C L
GTGTATTTGC
vV Y L L
CTCTGAAAAC
S E N
ACCTTAAGAT
L K I
ATTACAGATG
I T D V
CACTAAACTC
T K L
AGCTGGAACT
L E L
AGCCTCTCTA
S L S N
AATTGAGGAA
I E E
AATTATGGCA
L W H
AAAAACTTGG
K N L E
AGTGGCAGTA
vV AV
ACAACATTTC
N I s
CATTTGCATA
H L H I
TAAATGCATA
K C I
CACTCCCAGA
L P E
AAGGGGAACT
K G N C
GCTCAAGAAA
L K K
CACTCGAAGT
L E V
AATGGGATTT
N G I *
TTCCTAGATT
TAGGAGTAGA
TGATAGAAGA
CATTTCCAAA
ATAATCACTA
CGCTACTGAA
TGACATTTTC
CTTAATTGGT
CAAGTCCAAA
GTTTTAATTT
TACTGCTGCT
TTGGAATGCA
AATAAGTAAC
GTTTGGAGTT
GCCAATAAAT

AAAAA

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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7.7 Mutationen in den SEED-Matches der vermeintlichen Zielgene

Gezeigt sind die miRNAs und die Interaktionen mit ihren Bindungsstellen in den mRNAs von
LRRC8D (a), NHP2L1 (b) und GEMINS (c). Die Basenpaare, welche in den entsprechenden
Bindestellen mutiert wurden, sind rot markiert.

a)

LRRC8D (mutb) :

LRRC8D:

miRK12-3 (5p) :

b)

NHP2L1 (mutb) :

NHP2L1:

miRK12-3 (5p) :

c)

GEMINS8 (mutb):

GEMINS8:

miRK12-4-3p:

5’ AUGCUGCCG-CUACUCACCAGU 3’
5’ AUGCUGCCG-CUACUGAAUGUU 3’

FEEEEEEr b et
3’ GCGACGGCAGGAGUCUUACACU 5

5% CCGCUGCUGUGUGAAGACAAGCACAGCC 3¢
5" CCGCUGCUGUGUGAAGACAAGAAUGUGC 3%

FEEErrrrr | FEEEEn
3" GCGACGGCAGGAG--—--- UCUUACACU 5"

5’ AAGCUACCAGGCCUUGGAACAGAC 3’
5’ AAGCUACCAGGCCUUGGUAUUCUC 3'

RN NERRRRENEREREN
3’ AG-UCGA---UCCGGAGUCAUAAGA 5’
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