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Fluoreszenzbildgebung der mRNA von Influenza-H1IN1 in lebenden
infizierten Zellen durch FIT-PNA mit einem einzigen Chromophor**

Susann Kummer, Andrea Knoll, Elke Socher, Lucas Bethge, Andreas Herrmann* und

Oliver Seitz*

Bedingt durch das stetig wachsende Interesse an der RNA-
Forschung wurde die Entwicklung von fluoreszierenden Oli-
gonukleotid-Sonden mit groflen Anstrengungen vorange-
trieben. Ein Ziel ist es, die RNA-Expression in lebenden
Zellen unter dem Mikroskop zu verfolgen.!"! Bisher wurden
vorzugsweise molekulare Beacons” (MBs; Schema 1a) als
Sonden zur Visualisierung von RNA verwendet.®! Diese
haarnadelférmigen Sonden basieren auf der Interaktion
zwischen zwei endstidndig angefiigten Chromophoren, die bei
der Bildung des Sonden-Zielsequenz-Komplexes voneinan-
der rdumlich getrennt werden. Unbeabsichtigt auftretende
Bindungen mit Proteinen und/oder ein Nuklease-vermittelter
Sondenabbau konnen allerdings ebenfalls den Abstand der
Chromophore 4ndern.™

Wir haben FIT-PNA-Sonden eingefiihrt (Schema 1b),Flin
denen ein Thiazolorange(TO)-Interkalator als kiinstliche
fluoreszierende Nukleobase dient. Diese Sonden reagieren
auf Anderungen der lokalen Struktur in der Umgebung des
Fluorophors, nicht jedoch auf globale Anderungen der Kon-
formation, die der Entstehung des Fluoreszenzsignals bei den
doppelt markierten MBs zugrunde liegen.!! Zur Erzielung
einer starken Fluoreszenzsteigerung muss der TO-Farbstoff
interkalieren. Dieser Mechanismus sollte gewéhrleisten, dass
intensive Fluoreszenzsignale infolge unvermeidbarer Bin-
dungen durch Proteine verhindert werden. Unter den vielen
bereits beschriebenen TO-Sonden!”! sind FIT-PNA-Sonden
einzigartig. Ein einzelner Fluorophor geniigt, um sowohl
hohe Fluoreszenzanstiege bei spezifischer Hybridisierung zu
liefern als auch fiir eine hohe Spezifitit unter nicht-stringen-
ten Hybridisierungsbedingungen zu sorgen (d.h. Bedingun-
gen, bei denen die Sonde im Komplex mit komplementédren
und nicht-komplementdren Sequenzen vorliegt). Als weitere
positive Eigenschaften der PNA-Sonden sind die hohe Affi-
nitdt zu komplementidrer RNA und die verbesserte Biosta-
bilitdt, die durch das Peptidnukleinsdure-Riickgrat vermittelt
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Schema 1. Nachweis von Nukleinsduren mit a) molekularen Beacons
und b) FIT-PNA. MB-Sonden @ndern nach der Bindung an die komple-
mentire Zielsequenz die Konformation. Bei den FIT-PNA-Sonden rea-
giert ein Interkalator wie Thiazolorange (TO) auf Anderungen der un-
mittelbaren Umgebung. Stapelwechselwirkungen verhindern eine Dre-
hung um die TO-Methinbriicke, was einen Anstieg der Fluoreszenz zur
Folge hat.

wird, zu nennen.”™ In dieser Studie mochten wir die Vorteile
der FIT-PNA-Sonden bei der visuellen Darstellung von
mRNA eines Influenzavirusstammes, der dem gleichen
Subtyp wie der hochpathogene Schweine-Virus (A/Mexico/1/
2009, HIN1) angehort, aufzeigen.

Im Rahmen eines Forschungsprogramms mit Schwer-
punkt auf der Charakterisierung des rdumlichen und zeitli-
chen Musters des Viruszusammenbaus benotigten wir eine
Methode, die es uns ermoglicht, mRNA zu visualisieren,
welche fiir die Neuraminidase (NA) des Influenzavirus A/PR/
8 kodiert. FIT-Sonden wie 1a und 1b wurden gegen ein
Segment der NA-mRNA (nt 599-615, bezogen auf die Zu-
gangsnummer NC_002018) gerichtet. Die Sequenz ist im
Wesentlichen mit der NA-mRNA-Sequenz des A/Mexico/1/
2009/Schwein (HIN1, nt 625-640) identisch (Abbildung 1).
Die Zuginglichkeit des Zielsegments fiir Hybridisierungen,
die durch die Sekundérstruktur der mRNA und Bindung von
Proteinen erschwert werden kann, wurde bereits durch Zhang
und Mitarbeiter demonstriert.”’) Die rasche Synthese!'” und
Analyse von acht verschiedenen PNA-Oligomeren ergab die
FIT-Sonde 1a als das am besten geeignete System fiir unsere
Untersuchung (siehe Hintergrundinformationen). 1a lieferte
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FIT-PNA-Sonden

1a, H-Lys-cagtta-Aeg(TO)-tatgcegttg-Lys-NH;
1b, H-Lys(PEG)-cagtta-Aeg(TO)-tatgccgttg-NH,
1c, H-Lys(PEG)-cgttt-Aeg(TO)-taattcgtctc-Lys-NH,

Molekularer Beacon
2, TMR-GCGACTTTCAGTTATTATGCCGTTGTATTTGTCGC-Dabceyl

RNA-Zielsequenzen

33, 5'-CAACGGCAUAAUAACUG-3', A/PR/8 (H1N1), nt 599-615

3b, 5'-AAAUACAACGGCAUAAUAACUGAAA-3', A/PR/8 (H1IN1, nt 594-618)
3C, 5'-UCAAAAGAUAAUAACAA-3', A/X-31 (H3N2, DQ87 4878, nt 16-32)

HoN._COOH

Lys(PEG) = (T% Q § o
4NM£ \/\O(/\/ };=40—50

H

Abbildung 1. Hier verwendete Sonden und Zielsequenzen. Die Nukle-
otidangaben beziehen sich auf die Zugangsnummer NC_002018 (A/
PR/8, HIN1), sofern keine Abweichungen angegeben sind.

nach Hybridisierung mit der komplementiren RNA-Zielse-
quenz 3a bei 37°C einen 11fachen Anstieg der TO-Emission
(Abbildung 2a). Zudem untersuchten wir die Subtypspezifi-
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Abbildung 2. Fluoreszenzspektren a) der FIT-PNA-Sonde 1a
(Aex=485 nm) und b) der MB-Sonde 2 (,,=559 nm) vor und nach
der Zugabe komplementéarer HIN1-RNA oder nicht-komplementarer
H3N2-RNA bei 37°C. Bedingungen: 1 um Sonde und 10 um Zielse-
quenz in 100 mm NaCl, 10 mm NaH,PO,, pH 7.0.

tidt der Sonde 1a. Die RNA 4 eines anderen Influenzastam-
mes (NA-mRNA des A/X31, H3N2, nt 16-32) weist sieben
komplementire, aneinander liegende Basenpaare um die TO-
Base auf. Dennoch blieb die Fluoreszenz von 1a nach Zugabe
von RNA 4 nahezu unveriandert. Die TMR/DABCYL-mar-
kierte MB-Sonde 2 (Abbildung 1; TMR = Tetramethyl-6-
carboxyrhodamin; DABCYL = 4-(4-dimethylaminophe-
nyl)diazenylbenzoesdure) wurde bereits in einer fritheren
Studie® verwendet. Diese Sonde zeigte nach Zugabe der
komplementdren RNA 3b einen 6fachen Anstieg der TMR-
Emission (Abbildung 2b).

Als néchstes verglichen wir FIT-PNA 1a und den DNA-
MB 2 in Bezug auf den Nachweis von RNA in Zelllysat. Die
Zelllysate von MDCK-Zellen wurden mit der komplemen-
tiren RNA-Zielsequenz 3b oder Puffer versetzt und an-
schlieBend die Sonden zugegeben. Wurde die MB-Sonde fiir
lediglich 60 min dem Zelllysat ausgesetzt, verringerte sich das
Ansprechverhalten F/F, (F, F,=Fluoreszenzintensitit der
RNA enthaltenden Lysate bzw. der Kontrolllysate) um mehr
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Abbildung 3. Relative Fluoreszenz (F(t) Fy(t=0)/F(t=0) Fy(t)) der FIT-
PNA-Sonde 1a (@) und der MB-Sonde 2 (A) in Zelllysat nach der
Zugabe der RNA 3a bzw. 3b. F(t), Fy(t) =Fluoreszenzintensitit in Ge-
genwart bzw. in Abwesenheit von RNA, gemessen bei A, =485 nm,
Aem =530 nm fiir die FIT-PNA-Sonde und A,,=559 nm, A,,,=593 nm
fir die MB-Sonde. Bedingungen: 1 pm Sonde, 10 um RNA in 100 uL
Zelllysat, 37°C.

als 40% (Abbildung 3). Dieses Ergebnis konnte durch Nu-
klease-vermittelten Abbau und Proteinbindung hervorgeru-
fen werden, da beide Mechanismen zu einem Anstieg von F
bei nicht vorhandener Zielsequenz fithren (Abbildung S24).
Demgegeniiber blieb der hohe Fluoreszenzanstieg fiir die
FIT-Sonde 1a unabhéngig von der Inkubationsdauer in
Zelllysat bestandig. Wir folgerten hieraus, dass die FIT-Sonde
1a stabil in Lysaten und vermutlich gleichermaf3en in leben-
den Zellen ist. Ein zusétzliches Kontrollexperiment wurde
durchgefiihrt, um zu beurteilen, ob die FIT-Sonden doppel-
stringige DNA binden. Wir inkubierten die Sonde 1a mit
Thymus-Duplex-DNA in 100fachem Uberschuss an Basen-
paaren — eine Situation, die bei Lebendzellstudien der zyto-
solischen RNA nicht vorkommen sollte (Abbildung S25).
Sogar unter diesen Bedingungen blieb die FIT-Sonde 1a re-
aktionsfahig und zeigte immer noch einen starken Anstieg
der Fluoreszenz nach Zugabe der RNA-Zielsequenz bei ge-
ringfiigig erhohter Hintergrundfluoreszenz. Unselektive In-
terkalation der abstandhalterfreien TO-PNA-Anbindung in
DNA-Basenpaarungen werden vermutlich aus sterischen
Griinden erschwert.

Zur Vorbereitung auf die Lebendzellstudien nutzten wir
die quantitative Echtzeitpolymerasekettenreaktion (qQPCR),
um den Verlauf der viralen mRNA-Produktion wihrend des
Infektionszyklus von A/PR/8 in MDCK-Zellen zu untersu-
chen. Nach der Infektion” wurde die gesamte RNA extra-
hiert, revers transkribiert und mit qPCR analysiert (Abbil-
dung S26). Die quantitative Auswertung wurde durch die
FIT-PNA 1a ermoglicht, da diese Sonde sowohl bei 37°C als
auch bei 60°C eine hohe durch die Bindung mit der Zielse-
quenz induzierte Fluoreszenzsteigerung aufwies — eine An-
wendungsbreite, die durch konventionelle MBs nicht reali-
siert werden kann (Abbildung S23). Die Ergebnisse der
gqPCR ergaben, dass nach einer Infektionsdauer von 4-5 h das
maximale Niveau von etwa 10* Kopien der NA-mRNA pro
infizierter Zelle erreicht wird.

Der néchste Schritt bestand im Nachweis der viralen
mRNA in lebenden Zellen. Um eine Segregation und nu-
klearen Import!"! zu vermeiden, wurde eine Oligoethylen-
glycolkette an die FIT-Sonde 1a angefiigt, indem ein Suc-
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cinylaminoethyl-O-methylpolyethylenglycol unter Verwen-
dung eines N-Hydroxysuccinimidaktivester an die lysinmo-
difizierte PNA-Sonde in Losung gekuppelt wurde (siche
Hintergrundinformationen). Die PEGylierung selbst hatte
vernachléssigbare Auswirkungen auf die Fluoreszenzeigen-
schaften (siche Abbildungen S13, S20, S21). Die Sonde 1b
wurde wie bereits beschrieben! mithilfe der Streptolysin-O-
(SLO)-vermittelten Permeabilisierung der Plasmamembran
in lebende MDCK-Zellen eingebracht. Die intakte Morpho-
logie der Zellen sowie das Ausbleiben der Propidiumiodid-
Farbung belegten die Vitalitdt der mit SLO behandelten
Zellen (Abbildung S30). Eine 250 nm Konzentration der
Sonde 1b war dabei ausreichend, um das Einbringen der
Sonden und eine spezifische Markierung zu erzielen. Den
Wiederverschluss der Plasmamembran vor Beginn der Mi-
kroskopie gewihrleistete eine 30-miniitige Inkubation in fri-
schem Medium. Zur Anregung des TO-Chromophors wurde
ein 488-nm-Argonlaser benutzt und die Emission in einem
Bereich von 510-540 nm aufgenommen. Konfokale Laser-
mikroskopie (CLSM) zeigte eine intensive Fluoreszenz von
mit Influenza A/PR/8 infizierten Zellen (Abbildung 4a).
Demgegeniiber wiesen die nicht-infizierten Kontrollzellen
eine unsignifikante Fluoreszenz auf (Abbildung 4b). Fiir die
quantitative Analyse wurden Regionen im Zytosol verschie-
dener Zellen ausgewihlt (Abbildung S28), von diesen die
intrazelluldre Fluoreszenzintensitidt verschiedener Zellen
bestimmt und die Hintergrundfluoreszenzintensitit subtra-

a) Influenza-A/Puerto Rico/8-infizierte MDCK-Zellen (FIT PNA 1b)

Abbildung 4. a—d) Konfokale Lasermikroskopie an lebenden MDCK-
Zellen, die mit der fr Influenza A/Puerto Rico/8 NA spezifischen FIT-
PNA-Sonde 1b (a—c) oder der fiir Vesicular-Stomatitis-Virus L spezifi-
schen FIT-PNA-Sonde 1c (d) 4.5 h nach der Infektion markiert wurden
(Infektionsfaktor 100). Die FIT-PNA-Sonden wurden mit einem 488-
nm-Argonlaser in lebenden MDCK-Zellen angeregt. Die Bilder wurden
mit einem inversen konfokalen Mikroskop bei 37 °C aufgenommen.
Die zwei rechten Spalten zeigen jeweils dreifach vergréRerte Aufnah-
men der beiden linken Spalten. MaRstab: 10 pm; DIC =differenzieller
Interferenzkontrast.
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Abbildung 5. Relative Fluoreszenzintensitit der furr Influenza A/Puerto
Rico/8 NA spezifischen FIT-PNA-Sonde 1b in mit Influenza A/Puerto
Rico/8 infizierten MDCK-Zellen, nicht-infizierten MDCK-Zellen (Kon-
trolle) und mit Semliki-Forest-Virus infizierten MDCK-Zellen, der fiir
vesikuldren Stomatitisvirus L spezifischen PNA-Sonde 1c und der fiir
Influenza A/Puerto Rico/8 NA spezifischen MB-Sonde 2 in mit Influen-
za A/Puerto Rico/8 infizierten und nicht infizierten MDCK-Zellen. Inte-
grierte Fluoreszenzintensititswerte aller Proben wurden gegen den
Mittelwert der Kontrolle normalisiert und in einem Balkendiagramm
dargestellt. Die Fehlerbalken beziehen sich auf den Standardfehler des
Mittelwertes. Die gezeigten Ergebnisse reprisentieren drei unabhingi-
ge Experimente mit jeweils fiinf Zellen pro Experiment (n=15).

hiert. Die Bildanalyse ergab, dass mit Influenza H1NT1 infi-
zierte Zellen mit einer 4.5fach hoheren Intensitéit fluores-
zierten als nichtinfizierte Zellen (Abbildung 5). Wir fiihrten
zwei weitere Kontrollexperimente durch, um aufzuklédren, ob
Sonden wie 1b in unspezifischer Weise auf erhohte Tran-
skriptionsniveaus an mRNA, die moglicherweise mit der Vi-
rusinfektion einhergehen, ansprechen. Zu diesem Zweck
wurden Zellen mit dem Semliki-Forest-Virus (SFV) infiziert
(Abbildung 4¢). SFV-infizierte Zellen zeigten eine geringe
1.1fache Steigerung der Fluoreszenz (Abbildung4c und
Abbildung 5). Zusétzlich wurde die FIT-Sonde 1¢ in HIN1-
infizierten MDCK-Zellen verwendet. Diese Sonde ist spezi-
fisch fiir die mRNA des L-Proteins, einer RNA-abhidngigen
RNA-Polymerase (VSV, Zielsequenz: nt 9109-9124 bezogen
auf die Zugangsnummer NC_001560, Abbildung 1) vom Ve-
sicular-Stomatitis-Virus. Nach Hybridisierung mit VSV-RNA
fluoreszierte 1¢ mit erhohter Intensitét, allerdings sprach 1e¢
nicht auf die Zugabe von HIN1 RNA 3a an (Abbildung S22).
Die mikroskopischen Aufnahmen der lebenden Zellen erga-
ben keinen Unterschied der Fluoreszenzintensitit verglichen
mit nicht-infizierten Zellen. Beide Kontrollexperimente ver-
deutlichen, dass die hohe Fluoreszenzintensitit der FIT-PNA-
Sonden in A/PR/8-infizierten Zellen auf die virusspezifische
NA-mRNA zuriickgefiihrt werden kann.

Fiir einen Vergleich wurde die MB-Sonde 2 in Zellen
eingefiihrt.”’] Die Analyse der CLSM-Aufnahmen (Abbil-
dung S27) ergab, dass die Influenza-infizierten Zellen ledig-
lich eine 1.2fach erhohte intrazelluldre Fluoreszenz gegen-
tiber nicht-infizierten Zellen zeigten. Dieser Wert stimmt
hinreichend mit der 1.8fach (£ 30 %) erhohten Intensitit der
MB-Sonde 2 iiberein, welche in einer fritheren Untersuchung
4.5 h nach Infektion (verglichen mit 1.5 h nach Infektion)
bestimmt wurde.l”) Zwar wurden bei dieser Arbeit die Details
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der durchgefiihrten Bildanalyse fiir infizierte und nicht-infi-
zierte Zellen nicht angegeben, wir mochten jedoch darauf
hinweisen, dass FIT-PNA 1b in H1N1-infizierten Zellen bei
signifikant reduzierten Fehlern eine 4.5fach (£ 6 %) hohere
Fluoreszenzintensitit zeigte als in nicht-infizierten Zellen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen deuten auf
eine heterogene, nicht-zufillige intrazelluldre Verteilung der
NA-mRNA hin. Obwohl weitere Studien nétig wiaren, um zu
kldaren, ob die Lokalisation ebenso von mRNA widergespie-
gelt wird, die nicht im Komplex mit FIT-Sonden vorliegt, er-
scheint es plausibel, dass mRNA aus regulatorischen, ent-
wicklungsrelevanten und 6konomischen Griinden in subzel-
luliren Kompartimenten lokalisiert wird.['”

DNA-basierte MB-Sonden gehoren zu den am héufigsten
verwendeten Hybridisierungssonden fiir mikroskopische
Aufnahmen in lebenden Zellen. Eine hohe Sequenzspezifitat
und hybridisierungsinduzierte Anstiege der Fluoreszenz
wurden beschrieben.'»>*!131 Unsere Daten bieten, nach
unserem Wissen, das erste Beispiel einer nicht-nukleotidi-
schen Sonde fiir die mikroskopische Bildgebung von mRNA
in lebenden Zellen. PNA-basierte FIT-Sonden wie 1 sind
keinen Abbauprozessen durch Nukleasen oder Proteasen
unterworfen. Das Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis der FIT-
PNA-Sonden war hoher als dasjenige einer MB-Sonde, die in
einer fritheren Studie zu Lebendzell-RNA-Aufnahmen ver-
wendet wurde. Unsere Arbeit stellt FIT-PNA-Sonden als
reizvolle Methode zur Untersuchung der Genregulation in
lebenden Zellen vor. Wir haben unsere Untersuchungen hier
auf ein Mitglied der akuten Influenzavirusfamilie (HIN1)
bezogen, die Methode kann aber unter Verwendung von FIT-
PNA-Sonden auf jedes andere Virus angewendet werden.
Kiinftige Experimente werden darauf fokussieren, die virale
mRNA-Expression mit FIT-PNA-Sonden auf Einzelzellebe-
ne in einem absoluten MafBstab und in Echtzeit zu quantifi-
zieren.
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