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1. Zusammenfassung 

Die proteolytische Aktivierung der viralen Oberflächenglykoproteine Influenza A Virus (IAV) 

Hämagglutinin (HA) und Coronavirus (CoV) Spikeprotein (S) ist Voraussetzung für die Fusion der 

viralen mit der Wirtsmembran und somit für die Infektiosität der Viren. Die Transmembrane 

protease serine subtype 2 (TMPRSS2) wurde als Hauptaktivierungsprotease für HA humaner IAV 

in den menschlichen Atemwegen identifiziert. Bakterielle Koinfektionen stellen den größten 

Risikofaktor für schwere Komplikationen bei IAV-Infektionen dar. Dabei ist nicht nur das 

Atemwegsepithel durch die Virusinfektion anfälliger für respiratorische Bakterien, sondern auch 

die Bakterien können ihrerseits auf vielfältige Weise die virale Replikation, insbesondere die 

Glykoproteinspaltung, begünstigen. Zudem ist TMPRSS2 essentiell für die Aktivierung des Severe 

Acute Respiratory Syndrome (SARS)-CoV-2 S in humanen Atemwegszellen. 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die durch bakterielle Faktoren, insbesondere Flagellin, 

vermittelte Hochregulation von TMPRSS2 auf mRNA- sowie Proteinebene in (primären) 

humanen Atemwegsepithelzellen untersucht. Darüber hinaus wurde ein leichter Anstieg der 

viralen Titer und der HA-Spaltung von IAV in Flagellin-stimulierten Zellen beobachtet. Dies 

deutet darauf hin, dass dieser Mechanismus in vivo im Kontext viral-bakterieller Koinfektionen 

zu einer erhöhten Virusaktivierung beitragen könnte. Ferner lieferten die Ergebnisse Hinweise 

auf eine mögliche physiologische Funktion von TMPRSS2 in der antimikrobiellen Immunantwort. 

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit Unterschiede in der TMPRSS2-Abhängigkeit 

der zoonotischen CoV SARS-CoV und Middle-East Respiratory Syndrome (MERS)-CoV in 

humanen Atemwegsepithelzellen beobachtet. Während die SARS-CoV Replikation in 

Abwesenheit von TMPRSS2 nur marginal reduziert war, zeigte sich MERS-CoV deutlich stärker 

auf die Protease angewiesen. Die S-Aktivierung von SARS-CoV konnte alternativ von 

endosomalen Cathepsinen übernommen werden. Für die MERS-CoV S-Spaltung war dagegen 

neben TMPRSS2 auch Furin erforderlich. Ebenso waren die HA-Aktivierung und die Replikation 

des pandemischen H1N1/1918 stark abhängig von TMPRSS2. Aviäres H12 nutzte dagegen 

andere, bislang unbekannte Serinproteasen für die Aktivierung, und das monobasische H17 war 

interessanterweise auf Furin angewiesen. Zusammenfassend legen die Ergebnisse nahe, dass 

eine effiziente Aktivierung durch TMPRSS2 mit einer erhöhten Transmission im humanen Wirt 

korrelieren könnte und sich TMPRSS2 somit als vielversprechender Angriffspunkt für eine breit 

wirksame antivirale Therapie gegen IAV und CoV eignet. 
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2. Summary 

The proteolytic activation of the viral surface glycoproteins influenza A virus (IAV) hemagglutinin 

(HA) and coronavirus (CoV) spike protein (S) is essential for the fusion of the viral and the host 

membrane and thus infectivity. The transmembrane protease serine subtype 2 (TMPRSS2) was 

identified as the main activating protease of HA of human IAV in the respiratory tract. Bacterial 

co-infections are the major risk factor for severe complications in IAV infections. Not only is the 

virus-damaged airway epithelium more prone to bacterial infection, but the bacteria can also 

contribute to viral replication, particularly by enhancing surface glycoprotein cleavage. 

Furthermore, TMPRSS2 is essential for the activation of the Severe Acute Respiratory Syndrome 

(SARS)-CoV-2 S in human airway cells. 

In the first part of this work, the upregulation of TMPRSS2 expression in (primary) airway 

epithelial cells by bacterial factors, particularly flagellin, was investigated on mRNA- and protein-

level. Moreover, a slight enhancement of the viral titers and of HA-cleavage was observed upon 

infection of flagellin-stimulated cells with IAV. This indicates that enhanced virus activation due 

to increased TMPRSS2 expression could be relevant in the context of viral-bacterial co-infections 

in the human respiratory tract in vivo. Additionally, the data suggest a potential physiological 

function of TMPRSS2 in the antimicrobial immune response. 

Furthermore, the present study demonstrates differences in the TMPRSS2-dependency of the 

zoonotic CoV SARS-CoV and Middle-East Respiratory Syndrome (MERS)-CoV in human 

respiratory epithelial cells. While the viral replication of SARS-CoV was only marginally reduced 

in the absence of TMPRSS2, MERS-CoV was much more dependent on the protease. It was 

shown that S activation of SARS-CoV could alternatively be performed by endosomal cathepsins. 

In contrast to that, furin was essential for MERS-CoV S activation in addition to TMPRSS2. The 

HA activation and the viral replication of the pandemic H1N1/1918 was strongly dependent on 

TMPRSS2 as well. Avian H12, on the other hand, used other so far unidentified serine proteases 

for its activation. Interestingly, the monobasic H17 relied on furin. In sum, the presented data 

indicate that an efficient activation by TMPRSS2 is associated with efficient transmission to and 

spread among the human host. Therefore, TMPRSS2 is a promising target for a broad antiviral 

therapy against IAV and CoV. 
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3. Einleitung 

3.1. Influenza- und Coronavirusinfektionen 

Akute Infektionen des unteren Respirationstraktes tragen maßgeblich zur globalen Morbidität 

und Mortalität bei. Sie gehören bis heute zu den zehn häufigsten Todesursachen weltweit (WHO 

2024a). Seit 2020 steht die vom Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) 

verursachte Coronavirus disease 2019 (COVID19) besonders im Fokus. Aber auch Influenzaviren 

sind für immerhin 14,4 % der Hospitalisierungen von Erwachsenen mit Infektionen der unteren 

Atemwege verantwortlich (Lafond et al. 2021). Eine wichtige Säule der Bekämpfung 

respiratorischer Viren bilden präventive Maßnahmen wie Impfungen. Gegen Influenzaviren 

steht eine Spaltvakzine zur Verfügung, die jährlich an die aktuell zirkulierenden Virusvarianten 

angepasst wird. Zur Therapie werden Virostatika verwendet, die auf virale Proteine abzielen und 

dadurch häufig rasch zu Resistenzentwicklung führen (Han et al. 2018). Während im Laufe der 

COVID19-Pandemie schnell verschiedene Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 entwickelt wurden, ist 

bis heute keine Vakzine gegen das verwandte Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus 

(MERS-CoV) zugelassen (WHO 2022). Spezifische Therapeutika stehen für Coronavirus (CoV)-

Infektionen ebenfalls nicht zur Verfügung. Um die Entwicklung spezifischer und wirksamer 

Therapien gegen CoV und Influenzaviren voranzutreiben und neue Ansatzpunkte für diese zu 

identifizieren, ist ein genaues Verständnis der Virus-Wirt-Interaktion notwendig.  

3.1.1. Influenzaviren 

Influenzaviren gehören zur Familie der Orthomyxoviridae und werden in sieben Genera 

aufgeteilt, wobei die wichtigsten Vertreter die Influenza A (IAV) und Influenza B Viren (IBV) sind 

(King und Adams 2011). Diese sind die Erreger der echten Grippe, welche sich in Symptomen 

wie Gliederschmerzen, Husten und plötzlichen auftretendem hohem Fieber äußert. In jährlichen 

saisonalen Epidemien sind bei Billionen von Fällen ca. 3-5 Millionen schwere Verläufe zu 

verzeichnen. Dabei kommt es zu ca. 290.000-650.000 grippe-assoziierten Todesfällen pro Jahr 

(WHO 2023). Die verschiedenen IAV-Subtypen können ein breites Wirtsspektrum, darunter 

Menschen, Schweine, Pferde, Meeressäuger und Geflügel, infizieren. Das natürliche Reservoir 

bilden wildlebende Wasservögel (Yoon et al. 2014). Einige IAV wurden in Fledermäusen 

nachgewiesen (Tong et al. 2012; Tong et al. 2013; Kandeil et al. 2019). IBV zirkulieren im 

Gegensatz dazu nur in Menschen und Seehunden (Osterhaus et al. 2000). Ausgelöst durch aviäre 
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IAV-Subtypen, die auf eine immunologisch naive Bevölkerung treffen, können neben den 

jährlichen Epidemien gelegentlich Influenza-Pandemien auftreten, die sich durch besonders 

hohe Infektiosität und Letalitätsraten auszeichnen. Die bislang schwerwiegendste Influenza-

Pandemie war 1918-1919 zu verzeichnen, als bis zu 50 Millionen Menschen dem pandemischen 

IAV H1N1/1918 zum Opfer fielen (Johnson und Mueller 2002). 

Bei den Influenzaviren handelt es sich um sphärische oder filamentöse umhüllte Viruspartikel 

mit einem Durchmesser von 80-120 nm und einer Länge von bis zu 20 µM (Abbildung 1) (Badham 

und Rossman 2016). Das RNA-Genom der Influenzaviren liegt in negativer Orientierung in acht 

Segmenten vor und codiert für bis zu 18 Proteine (Vasin et al. 2014). Die Segmente werden von 

den Nukleokapsidproteinen (NP) komplexiert und sind mit jeweils einem RNA-abhängigen RNA-

Polymerase-Komplex, bestehend aus Polymerase basic protein 1 (PB1), Polymerase basic 

protein 2 (PB2) und Polymerase acidic protein (PA), assoziiert. Zusammen bilden RNA-Genom, 

NP und Polymerase-Komplex helikale Ribonukleoproteine (RNP), die über Interaktion mit dem 

Matrixprotein (M1), welches das Innere der Virusmembran auskleidet, in die Partikel integriert 

sind (Rees und Dimmock 1982; Bouvier und Palese 2008).  

 

Abbildung 1: Morphologie und Aufbau eines IAV-Partikels. 

(A) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme mit Negativkontrastierung von IAV (Robert-Koch-
Institut). Die Partikel können filamentös (oben, Maßstab = 100 nm) oder sphärisch (unten, Maßstab = 
50 nm) geformt sein. (B) Schematische Darstellung eines IAV-Partikels. HA, NA und M2 sind in die 
Virushülle eingelagert. M1 kleidet die Innenseite der Lipidmembran aus. Die acht RNA-Genomsegmente 
sind mit NP komplexiert und mit je einem Polymerase-Komplex bestehend aus PA, PB1 und PB2 assoziiert. 

Auf der Oberfläche tragen IAV und IBV die Glykoproteine Hämagglutinin (HA), das für die 

Rezeptorbindung sowie die Membranfusion verantwortlich ist, und Neuraminidase (NA), die die 

Freisetzung neuer Viruspartikel aus einer Zelle ermöglicht (Gamblin und Skehel 2010). Anhand 

ihrer antigenen Eigenschaften werden HA und NA von IAV in Subtypen eingeteilt. Bislang wurden 

19 HA- und 11 NA-Subtypen identifiziert (Fouchier et al. 2005; Tong et al. 2012; Tong et al. 2013; 
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Fereidouni et al. 2023). Zusätzlich zu HA und NA findet sich in der viralen Lipidhülle von IAV 

eingelagert der Ionenkanal Matrixprotein 2 (M2) (Bouvier und Palese 2008).  

Der Replikationszyklus der Influenzaviren beginnt mit der Rezeptorbindung an der Oberfläche 

der Wirtszelle (Abbildung 2). Dabei binden die meisten HA-Subtypen an endständige 

Sialinsäuren (Skehel und Wiley 2000). H17, H18 und H19 nutzen dagegen den major 

histocompatibility complex class II (MHC-II) als Rezeptor (Karakus et al. 2019; Karakus et al. 

2024). Die gebundenen Viruspartikel werden über Clathrin-vermittelte Endozytose oder per 

Mikropinozytose aufgenommen (Rust et al. 2004; Vries et al. 2011). Im Endosom erfolgt bei 

niedrigem pH die Fusion der viralen mit der Zellmembran und die Freisetzung der RNPs (White 

et al. 1982; Bui et al. 1996).  

 

Abbildung 2: Replikationszyklus von Influenza- und Coronaviren. 

Die Replikationszyklen von Influenza- und Coronaviren beginnen mit der Bindung an den zellulären 
Rezeptor. Influenzaviren werden daraufhin mittels Endozytose aufgenommen. Bei niedrigem pH-Wert im 
späten Endosom erfolgt die Membranfusion. Das Genom wird in den Nukleus transportiert, wo die 
Transkription und Replikation stattfinden. Die viralen Proteine werden im Zytosol oder am ER 
synthetisiert. Die Assemblierung und das Abknospen der Virionen erfolgt an der Plasmamembran. CoV-
Partikel fusionieren pH-unabhängig mit der Wirtszellmembran. Die Transkription, Replikation und 
Translation erfolgen im Zytosol. Die Membranproteine werden am ER synthetisiert. Die Assemblierung 
und das Abknospen finden im ERGIC statt. Die Virionen werden per Exozytose freigesetzt. 

Die RNPs werden in den Nukleus transportiert, wo die Transkription und die Replikation des 

Genoms stattfinden (Hutchinson und Fodor 2012; Fodor 2013). Die viralen Proteine werden 

dann entweder im Zytosol oder im Fall der Oberflächenproteine am endoplasmatischen 
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Retikulum (ER) synthetisiert (Dou et al. 2018). Die Assemblierung der viralen Partikel erfolgt an 

der Plasmamembran. Die Oberflächenproteine werden entlang des sekretorischen Wegs über 

das ER, cis- und trans-Golgi an die Zellmembran transportiert und währenddessen 

posttranslational modifiziert. Dort assoziieren sie über M1 mit den als RNPs verpackten Genom-

Segmenten, bevor die Viren an der Plasmamembran abknospen (Rossman und Lamb 2011). Die 

NA prozessiert endständige Sialinsäuren auf der Oberfläche der Partikel und auf der 

Zelloberfläche, so dass die Viruspartikel freigesetzt werden können (Gamblin und Skehel 2010).  

3.1.2. Coronaviren 

Bei den CoV handelt es sich um eine Virusfamilie in der Ordnung der Nidovirales mit einem 

breiten Spektrum an Wirtsspezies und verursachten Erkrankungen. Es werden vier Genera, die 

Alpha-, Beta-, Gamma- und Deltacoronaviren unterschieden (King 2012). Bislang sind sieben 

humanpathogene CoV bekannt, die allesamt respiratorische Erkrankungen zur Folge haben. Die 

vier saisonalen humanen CoV (HCoV) sind für schätzungsweise 5-15 % der 

Erkältungskrankheiten verantwortlich (Liu et al. 2021). Im Gegensatz dazu können Infektionen 

mit den drei zoonotischen CoV aus dem Genus Betacoronavirus, die seit Anfang des 

21. Jahrhunderts aufgetreten sind, schwere respiratorische Erkrankungen hervorrufen. Das 

Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)-CoV verbreitete sich 2002 bis 2003 weltweit und 

sorgte für ca. 8000 Infizierte und ca. 800 Todesfälle, bevor es eliminiert werden konnte (Kuiken 

et al. 2003; Zhong und Wong 2004). Die Erkrankung ging mit starken grippeähnlichen 

Symptomen sowie häufig schweren Lungenentzündungen einher. Das Virus stammte 

ursprünglich aus Fledermäusen und gelangte über Schleichkatzen als Zwischenwirte in die 

menschliche Bevölkerung (Li et al. 2005b; Li et al. 2006). Im Jahr 2012 wurden erstmals ähnliche 

Erkrankungen im mittleren Osten beschrieben, die auf das verwandte MERS-CoV zurückgeführt 

wurden (Zaki et al. 2012). Seitdem sind über 2500 Fälle mit einer Letalitätsrate von ca. 35 % 

bekannt (European Centre for Disease Prevention and Control 2024). MERS-CoV ist endemisch 

in Dromedaren in Afrika und auf der arabischen Halbinsel zu finden und wird in der Regel bei 

engem Kontakt zu diesen Tieren zoonotisch auf Menschen übertragen (Azhar et al. 2014). 

Gelegentlich kommt es zur Übertragung von Mensch zu Mensch (Assiri et al. 2013; Oboho et al. 

2015). Zuletzt sorgte SARS-CoV-2, der Erreger von COVID-19 für Aufsehen, da es sich rasant 

weltweit verbreitete und bis heute über 776 Millionen Fälle verzeichnet wurden, davon über 

sieben Millionen Todesfälle (WHO 2024b). Während die Letalitätsrate mit ca. 1-2 % deutlich 

geringer ist, als bei SARS-CoV und MERS-CoV, ist die Übertragung von Mensch zu Mensch über 

Aerosole bei SARS-CoV-2 weit effizienter (Harrison et al. 2020; van Doremalen et al. 2020). Auch 
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bei COVID-19 handelt es sich um eine respiratorische Erkrankung, die mit grippeähnlichen 

Symptomen wie Fieber, trockenem Husten, Kopfschmerzen und Atemproblemen einhergeht 

(Huang et al. 2020). Insbesondere bei Personen mit Risikofaktoren wie Immunsuppression oder 

anderen Vorerkrankungen können schwere Verläufe mit akuten Pneumonien auftreten (Zsichla 

und Müller 2023). Es wird vermutet, dass das Virus ursprünglich aus Fledermäusen stammt und 

die zoonotische Übertragung auf den Menschen über einen Zwischenwirt stattfand, die genaue 

Route ist jedoch bisher unklar (Zhou et al. 2020).  

CoV bilden sphärische umhüllte Viruspartikel von 80-120 nm Durchmesser (Abbildung 3) (Haan 

und Rottier 2005). Ihr kontinuierliches Positiv-Strang RNA Genom zählt mit ca. 30 kb zu den 

größten unter den RNA-Viren und enthält bis zu 14 open reading frames (ORF), die für bis zu 16 

Nichtstrukturproteine (NSP), neun akzessorische Proteine und vier Strukturproteine codieren 

(Perlman und Netland 2009). Das Genom wird vom Nukleokapsidprotein (N) komplexiert und 

über Interaktion mit dem Membranprotein (M) in die Partikel integriert. Neben M sind das 

Envelope-Protein (E) und das Spikeprotein (S) in die Virusmembran integriert (Haan und Rottier 

2005). S liegt als Homotrimer vor und ist wie Influenzavirus HA für die Bindung des zellulären 

Rezeptors und die anschließende Fusion der viralen mit der Wirtszellmembran zuständig (Li 

2016). 

 

Abbildung 3: Morphologie und Aufbau eines CoV-Partikels. 

(A) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme mit Negativkontrastierung von zwei SARS-CoV-
Partikeln. Maßstab = 100 nm. (Robert-Koch-Institut). (B) Schematische Darstellung eines CoV-Partikels. S, 
M und E sind in die Virushülle inkorporiert. N komplexiert das virale Genom. 

Während SARS-CoV und SARS-CoV-2 S auf der Wirtszelloberfläche an angiotensin-converting 

enzyme 2 (ACE2) binden, nutzt MERS-CoV S Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) als zellulären Rezeptor 

(Li et al. 2003; Raj et al. 2013; Hoffmann et al. 2020b). Im Anschluss an die Rezeptorbindung 

erfolgt durch eine Konformationsänderung von S die pH-unabhängige Fusion der viralen mit der 
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Zell- oder der Endosomenmembran und dadurch die Freisetzung des viralen Genoms in das 

Zytoplasma (Abbildung 2). Dort kommt es zur Translation der Komponenten des Replikation-

Transkriptions-Komplexes, wodurch die Transkription und Replikation des viralen Genoms 

initiiert wird. Neu synthetisierte genomische RNA wird vom zytoplasmatischen N komplexiert. 

S, M und E werden am ER synthetisiert. Die M-vermittelte Assemblierung der Viruspartikel 

erfolgt im Gegensatz zu Influenzaviren bereits intrazellulär an der Membran des ER-Golgi 

intermediate compartment (ERGIC). Die Virionen werden dann über Exozytose freigesetzt (Haan 

und Rottier 2005; Saraste und Prydz 2021).  

3.2. Virale Fusion 

Die Fusion der viralen mit der Wirtszellmembran stellt einen essentiellen Schritt im 

Replikationszyklus umhüllter Viren dar. Nur wenn dieser komplexe Mechanismus funktioniert, 

kann das Genom in die Wirtszelle freigesetzt werden und die Transkription und Replikation 

beginnen. Die Membranfusion wird von viralen Fusionsproteinen vermittelt, welche in der 

Virushülle verankert sind. Diese werden aufgrund ihrer Struktur in drei Klassen eingeteilt. Die 

Klasse I Fusionsproteine zeichnen sich durch eine aus α-Helices bestehende Fusions-

Untereinheit aus. Dazu gehören das Influenzavirus HA, CoV S oder auch das Ebolavirus (EBOV) 

Glykoprotein (GP). Die Fusions-Untereinheit der Klasse II Fusionsproteine, wie beispielsweise 

das Flavivirus Envelope-Protein, bestehen dagegen hauptsächlich aus β-Faltblättern. Klasse III 

Fusionsproteine wie das Vesikuläre Stromatitis-Virus (VSV) Glykoprotein (G) beinhalten sowohl 

α-Helix- als auch β-Faltblatt-Strukturen. Die Fusionsproteine der Klassen I und II müssen durch 

proteolytische Spaltung durch Wirtszellproteasen aktiviert werden (White et al. 2008). Durch 

die Aktivierung wird das hydrophobe Fusionspeptid freigelegt, dessen irreversible Insertion in 

die Wirtszellmembran beispielsweise durch einen Trigger wie z.B. niedrigen pH oder 

Rezeptorbindung initiiert wird (Abbildung 4). Das C-terminale Ende der Fusionsproteine bleibt 

dabei über eine Transmembrandomäne in der viralen Membran verankert. So können durch 

weitere Konformationsänderungen die beiden Lipiddoppelschichten der viralen und der 

Zellmembran in räumliche Nähe gebracht werden. Die hydrophoben Kräfte der beiden 

Membranen werden dadurch überwunden und es kommt zunächst zu einem Zwischenzustand 

der Hemifusion, bei der nur die äußeren Lipidschichten von Viruspartikel und Wirtszelle 

verschmelzen. Schließlich wird eine Fusionspore gebildet, durch die das virale Genom in das 

Zytosol freigesetzt werden kann (White und Whittaker 2016). Auch wenn der Ablauf der 

Membranfusion sich bei allen viralen Fusionsproteinen ähnelt, gibt es doch deutliche 
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Unterschied in Bezug auf die Struktur, die Initiierung der Fusionspeptid-Insertion und 

insbesondere die Aktivierung durch verschiedene Wirtszellproteasen.  

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der durch Fusionsproteine der Klasse I vermittelten 
Membranfusion. 

Virale Fusionsproteine der Klasse I werden als fusionsinkompetente Vorläufer synthetisiert, bei denen die 
Rezeptorbindungsdomäne (rb) die Fusionsuntereinheit (f) maskiert (i). Die membranverankerten 
Homotrimere werden durch proteolytische Spaltung fusionskompetent (ii). Nach einem spezifischen 
Trigger, z.B. niedrigem pH oder Rezeptorbindung, werden die Fusionspeptide (FP) durch eine 
Konformationsänderung freigelegt und in einer Prehairpin-Konformation in die Wirtszellmembran 
inseriert (iii). Die Annäherung der N- und C-terminalen Bereiche der Fusionsproteine führt zur Bildung 
eines sechs-Helix-Bundles (6HB), durch das die beiden Membranen in räumliche Nähe gebracht werden 
(iv). Es kommt zur Hemifusion (v) und schließlich zur Bildung einer Fusionspore (vi). Abbildung modifiziert 
nach (White und Whittaker 2016). 

3.2.1. Proteolytische Aktivierung von HA 

Das Influenzavirus HA ist ein je nach Subtyp ca. 580 Aminosäuren langes Typ I 

Transmembranprotein, das als Homotrimer über seine C-terminale Transmembrandomäne auf 

der Virusoberfläche verankert ist (Abbildung 5). N-terminal ist eine Rezeptorbindedomäne 

enthalten, die die Adsorption der Viruspartikel an endständige Sialinsäuren, genauer 

N-Acetylneuraminsäure, bzw. MHC-II vermittelt (Skehel und Wiley 2000; Karakus et al. 2019; 

Karakus et al. 2024). Darüber hinaus ist es als virales Fusionsprotein der Klasse I für die Fusion 

der viralen mit der Endosomenmembran verantwortlich (White et al. 1982). Als Trigger für die 

Fusion benötigt HA einen niedrigen pH-Wert von 5-6, wie er im späten Endosom zu finden ist 

(Das et al. 2018). HA wird am ER synthetisiert und während des Transports entlang des 

sekretorischen Wegs im Golgi-Apparat posttranslational N-glykosyliert und palmityliert 

(Schwarz et al. 1977; Veit et al. 1991). Dort findet auch die proteolytische Aktivierung durch 
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Wirtszellproteasen statt, die für Klasse I Fusionsproteine essentiell ist, um fusionskompetent zu 

werden (Abbildung 4) (Klenk et al. 1975; Böttcher-Friebertshäuser et al. 2010). Die Prozessierung 

des inaktiven Vorläufers HA0 erfolgt zwischen den Untereinheiten HA1 und HA2. Während HA1 

die globuläre Kopfdomäne des Proteins bildet, die für die Rezeptorbindung verantwortlich ist, 

repräsentiert HA2 die in der Membran verankerte Stammdomäne, die N-terminal das 

hydrophobe Fusionspeptid enthält (Chen et al. 1998b). Die beiden Untereinheiten bleiben auch 

nach der Spaltung über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden (Wilson et al. 1981). Das 

gespaltene HA wird weiter auf die Wirtszelloberfläche transportiert und in neue Viruspartikel 

eingebaut, so dass diese die nächste Zelle infizieren können. Alternativ kann ungespaltenes HA 

beim Eintritt in neue Wirtszellen nachträglich aktiviert werden, sofern eine geeignete Protease 

vorhanden ist (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2010; Klenk et al. 1975). 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Influenzavirus HA. 

Das Influenzavirus-Oberflächenglykoprotein HA wird als inaktiver Vorläufer HA0 synthetisiert und muss 
proteolytisch aktiviert werden, um die Fusion der viralen mit der Wirtszellmembran zu vermitteln. Die 
Spaltstelle ist durch eine Pfeilspitze markiert. Durch die Spaltung wird das Fusionspeptid (FP) am 
N-Terminus der HA2-Untereinheit freigelegt. Die HA1-Untereinheit, welche die Rezeptorbindedomäne 
enthält, bleibt mit der membranverankerten HA2-Untereinheit über eine Disulfidbrücke verbunden. 
TM = Transmembrandomäne. 

Die Spaltstelle im HA0 kann entweder ein monobasisches oder ein multibasisches Motiv 

enthalten. Das monobasische Spaltstellenmotiv besteht aus einem einzelnen Arginin (R↓) oder 

seltener einem einzelnen Lysin (K↓) und ist charakteristisch für HA von humanen und 

niedrigpathogenen aviären Influenzaviren (low-pathogenic aviäre Influenzaviren, LPAIV) (Garten 

und Klenk 2008). HA mit monobasischer Spaltstelle wird von Trypsin und Trypsin-ähnlichen 

Serinproteasen wie der Transmembrane protease serine subtype 2 (TMPRSS2) prozessiert (Klenk 

et al. 1975; Böttcher et al. 2006). Im Gegensatz dazu werden multibasische Spaltstellenmotive 

mit der Konsensussequenz R-X-R/K-R↓ von Subtilisin-ähnlichen Proteasen wie Furin oder 

anderen Proproteinkonvertasen (proprotein convertases, PC) gespalten (Stieneke-Gröber et al. 

1992; Vey et al. 1992; Horimoto et al. 1994). Ein solches Motiv ist in den HAs der hoch-

pathogenen aviären Influenzaviren (HPAIV) der Subtypen H5 oder H7 zu finden. Das 

Spaltstellenmotiv und die Proteasenutzung der LPAIV und der HPAIV ist dabei ausschlaggebend 

für ihre Pathogenität in Geflügel. Während die Expression HA-aktivierender Trypsin-ähnlicher 
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Serinproteasen auf den Respirations- und den Verdauungstrakt der aviären Wirte beschränkt 

ist, werden Furin und andere PCs ubiquitär exprimiert, was eine systemische Ausbreitung der 

Infektion zur Folge hat (Garten und Klenk 2008).  

3.2.2. Proteolytische Aktivierung von S 

Beim CoV S handelt es sich ebenfalls um ein Klasse I Fusionsprotein mit einer N-terminalen 

Rezeptorbindedomäne. Das als Homotrimer vorliegende Typ 1 Transmembranprotein ist 

C-terminal über eine Transmembrandomäne in der Virusmembran eingelagert (Abbildung 6) 

(Millet und Whittaker 2015). Auch S wird als inaktives Vorläuferprotein S0 am ER synthetisiert. 

Im Anschluss wird es allerdings nicht über den klassischen sekretorischen Weg zur Zelloberfläche 

transportiert, sondern gelangt zum ERGIC, wo die Assemblierung und das Abknospen der CoV 

erfolgt (Saraste und Prydz 2021). Die für die Fusionskompetenz essentielle Prozessierung von S 

findet dementsprechend nicht wie beim Influenzavirus HA im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) statt, 

sondern entweder an anderer Stelle während des Exports oder erst beim Viruseintritt.  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des CoV-Oberflächenglykoproteins S. 

Das CoV-Oberflächenglykoprotein S ist für die Rezeptorbindung und die Fusion der Virionen mit der 
Wirtszellmembran zuständig. Es wird als inaktiver Vorläufer S0 synthetisiert. Durch die proteolytische 
Spaltung an der Spaltstelle S1/S2 wird die S1-Untereinheit, welche die Rezeptorbindedomäne enthält, von 
der S2-Untereinheit getrennt. Die Prozessierung an S2‘ legt das Fusionspeptid (FP) frei, welches 
anschließend in die Wirtszellmembran inseriert wird. Die Spaltstellen sind durch Pfeilspitzen markiert. 
Über die C-terminale Transmembrandomäne (TM) ist S in der viralen Hülle verankert. 

Im Gegensatz zu HA weist S zwei separate Spaltstellen auf, die sequentiell prozessiert werden 

(Belouzard et al. 2009). Die Spaltung an der S1/S2-Spaltstelle trennt die S1- und die 

S2-Untereinheit voneinander, welche im Anschluss durch nichtkovalente Bindungen 

miteinander verbunden bleiben (Walls et al. 2016). Durch die Prozessierung an der 

S2‘-Spaltstelle wird das Fusionspeptid in der S2-Untereinheit freigelegt (Madu et al. 2009; Walls 

et al. 2016). So wird die durch die Rezeptorbindung induzierte Konformationsänderung und die 

folgende Insertion des hydrophoben Fusionspeptids in die Wirtszellmembran ermöglicht 

(Abbildung 4). Während die S2‘-Spaltung essentiell für die virale Infektion ist, wird die 

Bedeutung der S1/S2-Spaltstelle noch diskutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass sie Voraussetzung 
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für die Rezeptorbindung oder für die folgende S2‘-Spaltung durch Wirtszellproteasen sein 

könnte (Heald-Sargent und Gallagher 2012; Millet und Whittaker 2015). Andere Studien zeigen, 

dass die S1/S2-Spaltung zwar die Infektiosität erhöht, aber nicht notwendig ist (Simmons et al. 

2011). 

Die S-Spaltstellenmotive der zoonotischen CoV und damit die zur Aktivierung genutzten 

Proteasen unterscheiden sich deutlich. SARS-CoV-2 S trägt an der S1/S2-Spaltstelle ein 

multibasisches Motiv R-R-A-R↓, für dessen Spaltung in humanen Atemwegsepithelzellen Furin 

verantwortlich ist (Hoffmann et al. 2020a; Bestle et al. 2020). In freigesetzten Virionen ist bereits 

einfach gespaltenes S zu finden, die S1/S2-Spaltung findet demnach bereits während der 

Synthese oder der Virusassemblierung statt. Die S2‘-Spaltstelle von SARS-CoV-2 S ist durch ein 

einzelnes Arginin (R↓) charakterisiert. Wie auch die meisten monobasischen Spaltstellen von 

Influenzavirus HA wird S2‘ von TMPRSS2 prozessiert (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b). 

Die S2‘-Spaltung von SARS-CoV-2 S erfolgt allerdings im Gegensatz zur HA-Spaltung erst beim 

Viruseintritt an der Zelloberfläche. Alternativ kann die Aktivierung von SARS-CoV-2 S an der 

S2‘-Spaltstelle von endosomalem Cathepsin L übernommen werden, die Aktivierung durch 

TMPRSS2 an der Zelloberfläche wird aber bevorzugt (Ou et al. 2020; Koch et al. 2021). SARS-CoV 

S trägt an beiden Spaltstellen S1/S2 und S2‘ jeweils einzelne Arginine (R↓). Hier wird der 

ungespaltene Vorläufer S0 in die Virushülle integriert und erst beim Viruseintritt in eine neue 

Zelle prozessiert. Auch für SARS-CoV S wurden TMPRSS2 sowie alternativ endosomale 

Cathepsine als Aktivierungsproteasen beschrieben (Bosch et al. 2008; Matsuyama et al. 2010). 

An den beiden Spaltstellen von MERS-CoV S finden sich jeweils dibasische Motive, R-S-V-R↓ 

bzw. R-S-A-R↓, und TMPRSS2 wurde als wichtiger Wirtszellfaktor identifiziert (Shirato et al. 

2013; Gierer et al. 2013). Die Spaltbarkeit von MERS-CoV S durch Furin und die Bedeutung dieser 

Protease für die virale Replikation wurde dagegen bislang kontrovers diskutiert (Burkard et al. 

2014; Millet und Whittaker 2014; Gierer et al. 2015; Matsuyama et al. 2018; Jaimes et al. 2019; 

Örd et al. 2020). 

3.3. Wirtsproteasen 

Proteasen spalten Proteine, indem sie in einer irreversiblen posttranslationalen Reaktion 

Peptidverbindungen hydrolysieren (Barrett et al. 2004). Während dieser Mechanismus zunächst 

in erster Linie mit Degradationsprozessen in Verbindung gebracht wurde, ist mittlerweile 

bekannt, dass Proteasen eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl zellulärer Prozesse spielen, 

beispielsweise bei der Proteinreifung oder bei der Prozessierung von Signalpeptiden (Klein et al. 
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2018). Im humanen Transkriptom wurden 588 Proteasen identifiziert, die sich anhand ihres 

katalytischen Zentrums in 21 Aspartyl-, 192 Metallo-, 27 Threonin-, 164 Cystein- und 184 

Serinproteasen einteilen lassen (Pérez-Silva et al. 2016). Neben ihren vielfältigen 

physiologischen Funktionen im humanen Organismus sind Wirtszellproteasen essentiell für die 

Aktivierung vieler viraler Oberflächenproteine, darunter auch Influenzavirus HA und CoV S 

(White et al. 2008). Da die Expression der einzelnen Proteasen zwischen verschiedenen 

Geweben bzw. Zelltypen stark variieren kann, ist der virale Gewebetropismus nicht nur vom 

Vorhandensein des entsprechenden Rezeptors, sondern auch von der Expression einer 

passenden Protease abhängig (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018).  

Die Interaktion zwischen Wirtszellproteasen und viralen Oberflächenglykoproteinen zu 

charakterisieren dient nicht nur dem besseren Verständnis der Virusaktivierung, sondern bietet 

auch Potential für die Entwicklung antiviraler Therapien. Werden virale Proteine als 

therapeutische Ziele genutzt, kommt es durch die hohe Mutationsrate gerade bei Viren mit RNA-

Genom häufig schnell zu Resistenzen (Sanjuán et al. 2010; Richman und Nathanson 2016). Dieses 

Problem spielt unter anderem in der Influenzatherapie eine große Rolle, da die als Virostatika 

eingesetzten M2- und NA-Inhibitoren immer häufiger auf resistente Varianten treffen (Bright et 

al. 2005; Hussain et al. 2017). Indem stattdessen Wirtsfaktoren, wie beispielsweise 

Aktivierungsproteasen, als Angriffspunkte genutzt werden, kann der Selektionsdruck auf die 

Viren verringert und so die Resistenzentwicklung minimiert werden. Dementsprechend sind 

bereits einige Proteaseinhibitoren als Therapeutika zugelassen oder werden in klinischen 

Studien untersucht (Steinmetzer und Hardes 2018). Bislang handelt es sich dabei häufig um 

Breitbandinhibitoren, die unselektiv eine ganze Proteasefamilie hemmen. Ein genaues Bild, 

welche konkreten Proteasen an welcher Stelle des viralen Replikationszyklus für die Aktivierung 

des jeweiligen Virus essentiell sind, würde die Entwicklung spezifischerer und zielgerichteterer 

Inhibitoren ermöglichen. Einige Proteasen, insbesondere TMPRSS2 und Furin, aber auch weitere 

Trypsin-ähnliche Serinproteasen sowie endosomale Cathepsine, sind bereits als 

Aktivierungsproteasen vieler verschiedener Viren identifiziert worden. Ihnen kommt dadurch 

eine besondere Rolle als mögliche Ziele antiviraler Therapien zu. 

3.3.1. TMPRSS2 

Das TMPRSS2-Gen ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert und codiert für ein 492 Aminosäuren 

langes Protein (Paoloni-Giacobino et al. 1997). Als Mitglied der Familie der Trypsin-ähnlichen 

Transmembran Serinproteasen (TTSP) trägt TMPRSS2 ein Serin an der zentralen Stelle ihrer 

katalytischen Triade, welche die Spaltung der Peptidverbindung des Zielproteins vermittelt. 
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Neben der C-terminalen Trypsin-ähnlichen Serinproteasedomäne mit einer hochkonservierten 

katalytischen Triade aus Histidin (H), Asparaginsäure (D) und Serin (S) beinhaltet TMPRSS2 eine 

Stammregion mit einer Low-density Lipoproteinrezeptor Klasse A (LDLRA)-Domäne und einer 

Scavenger-Rezeptor-ähnlichen cysteinreichen (SRCR)-Domäne (Abbildung 7). Die Protease ist 

über eine N-terminale Transmembrandomäne in der Membran verankert und besitzt einen 

kurzen zytoplasmatischen Rest (Hooper et al. 2001). Synthetisiert wird TMPRSS2 als inaktives 

Zymogen, welches sich mittels autokatalytischer Spaltung an der Aminosäure R255 selbst 

aktivieren kann (Afar et al. 2001). Die entstehenden Untereinheiten bleiben anschließend über 

eine Disulfidbrücke miteinander verbunden (Hooper et al. 2001). Wie Trypsin prozessiert 

TMPRSS2 die Zielproteine nach einer einzelnen basischen Aminosäure wie Arginin (R↓) oder 

seltener Lysin (K↓) (Paoloni-Giacobino et al. 1997).  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung von TMPRSS2. 

TMPRSS2 ist über eine N-terminale Transmembrandomäne (TM) in der Membran verankert. Auf eine 
Stammregion bestehend aus einer Low-density Lipoproteinrezeptor Klasse A (LDLRA)- Domäne und einer 
Scavenger-Rezeptor-ähnlichen cysteinreichen (SRCR)-Domäne folgt C-terminal die Trypsin-ähnliche 
Serinproteasedomäne mit der katalytischen Triade aus H, D und S. TMPRSS2 wird als Zymogen 
synthetisiert und muss autokatalytisch aktiviert werden. Die Spaltstelle wird durch eine Pfeilspitze 
markiert. Im Anschluss bleiben die beiden Spaltprodukte über eine Disulfidbrücke miteinander 
verbunden. 

TMPRSS2 wird hauptsächlich in der Prostata exprimiert und ist in Prostatatumoren 

androgenabhängig hochreguliert (Lin et al. 1999; Lucas et al. 2008). Es ist beschrieben, dass 

TMPRSS2 dort über die proteolytische Aktivierung des hepatocyte growth factor (HGF) und des 

G-Protein-gekoppelte Rezeptors Protease-aktivierter Rezeptor (PAR)-2 zur Metastasierung 

beiträgt (Wilson et al. 2005; Lucas et al. 2008). Darüber hinaus ist TMPRSS2 in den Epithelzellen 

des Gastrointestinaltrakts, des Urogenitaltrakts und des Respirationstrakts exprimiert (Vaarala 

et al. 2001; Jacquinet et al. 2001; Afar et al. 2001; Lucas et al. 2008). Auch in Herzmuskelzellen 

und Immunzellen ist die Expression der Protease beschrieben (Bertram et al. 2012; Gunne et al. 

2023). TMPRSS2 ist intrazellulär im TGN und in späten Endosomen sowie auf der Zelloberfläche 

lokalisiert (Bestle et al. 2024; Böttcher-Friebertshäuser et al. 2010).  

Die physiologische Rolle von TMPRSS2 ist bislang nicht geklärt. TMPRSS2-knockout (KO) Mäuse 

zeigen keinen erkennbaren Phänotyp, was darauf hinweist, dass die Funktion von TMPRSS2 

entweder von anderen verwandten Proteasen übernommen werden, oder dass es sich um eine 

spezialisierte Funktion handelt, die beispielsweise nur bei Krankheit oder Stress zum Tragen 
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kommt (Kim et al. 2006). Interessanterweise gibt es Hinweise auf eine Rolle der Protease in der 

angeborenen Immunantwort (Iwata-Yoshikawa et al. 2019; Hose et al. 2024). Des Weiteren wird 

eine Beteiligung an der Regulation von epithelialen Natriumkanälen diskutiert (Donaldson et al. 

2002; Sure et al. 2022; Rickman et al. 2024). Dass Homologe von TMPRSS2 im Respirationstrakt 

von Maus, Schwein, Ente und Huhn exprimiert sind und für alle Wirbeltier-Genome vorhergesagt 

wurden spricht für eine wichtige physiologische Aufgabe der Protease (Tarnow et al. 2014; 

Peitsch et al. 2014; Bestle et al. 2021; Bertram et al. 2012).  

Besonders gut untersucht ist die Rolle von TMPRSS2 bei der Virusaktivierung. Zunächst wurde 

TMPRSS2 zusammen mit der human airway tryptase (HAT) als eine Aktivierungsprotease des 

IAV HA identifiziert (Böttcher et al. 2006). Später wurde gezeigt, dass es sich bei TMPRSS2 in der 

Tat um die Hauptaktivierungsprotease von humanen IAV in bronchialen Epithelzellen und von 

IAV und IBV in Epithelzellen der unteren Atemwege handelt (Limburg et al. 2019). Auch die 

meisten LPAIV, deren HA eine monobasische Spaltstelle trägt, werden von TMPRSS2 gespalten 

und ihre Aktivierung ist in humanen Bronchialepithelzellen abhängig von der Protease (Galloway 

et al. 2013; Bestle et al. 2020). In TMPRSS2-KO-Mäusen wurde beobachtet, dass diese vor 

Infektionen mit verschiedenen IAV-Subtypen mit HA mit monobasischer Spaltstelle geschützt 

sind (Hatesuer et al. 2013; Sakai et al. 2014; Tarnow et al. 2014; Lambertz et al. 2020). Darüber 

hinaus werden verschiedene CoV S durch TMPRSS2 gespalten, darunter die niedrigpathogenen 

HCoV-229E, -OC43, -HKU1 und -NL63 (Kawase et al. 2012; Shirato et al. 2018). Aber auch für die 

Aktivierung der zoonotischen CoV SARS-CoV, MERS-CoV und SARS-CoV-2 spielt TMPRSS2 eine 

Rolle (Matsuyama et al. 2010; Shirato et al. 2013; Bestle et al. 2020). Untersuchungen in 

TMPRSS2-KO-Mäusen zeigten, dass die durch SARS-CoV, MERS-CoV und SARS-CoV-2-

Infektionen vermittelte Pathogenese im Vergleich zu wildtypischen Mäusen reduziert war 

(Iwata-Yoshikawa et al. 2019; Li et al. 2021; Iwata-Yoshikawa et al. 2022). Auch im humanen 

Wirt gibt es Hinweise darauf, dass TMPRSS2 in vivo zur Aktivierung von Influenzavirus HA und 

CoV S beiträgt. Die single nucleotide polymorphisms (SNP) rs2070788 und rs383510 resultieren 

in einer erhöhten TMPRSS2-Expression (Asselta et al. 2020). Sie stellen einen Risikofaktor für 

schwere Verläufe einer Infektion mit dem pandemischen IAV-Subtyp H1N1 und für eine erhöhte 

Anfälligkeit für IAV H7N9 dar (Cheng et al. 2015). Des Weiteren sind sie mit einer erhöhten 

Suszeptibilität für SARS-CoV-2 und einer erhöhten Letalitätsrate bei COVID-19 assoziiert 

(Schönfelder et al. 2021; Pandey et al. 2022). Neben Influenzaviren und CoV ist TMPRSS2 als 

Aktivierungsprotease für eine Reihe weiterer respiratorische Viren, darunter humane 

Parainfluenzaviren, humanes Metapneumovirus und murines Sendaivirus, beschrieben (Abe et 

al. 2013; Shirogane et al. 2008). Eine Beteiligung an der Prozessierung der Oberflächenproteine 

von Hepatitis C Virus und EBOV wird ebenfalls diskutiert (Esumi et al. 2015; Bestle et al. 2024). 
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Darüber hinaus kann TMPRSS2 das Oberflächenprotein VP4 nicht-umhüllter Rotaviren 

proteolytisch aktivieren (Sasaki et al. 2021). 

3.3.2. Furin 

Die Ca2+-abhängige PC Furin ist auf Chromosom 15 codiert und besteht aus 794 Aminosäuren 

(Roebroek et al. 1986). Furin gehört zu den kex2/Subtilisin-ähnlichen Serinproteasen. N-terminal 

befinden sich ein Signalpeptid und die Prodomäne, gefolgt von der Proteasedomäne mit einer 

katalytischen Triade bestehend aus Asparaginsäure (D153), Histidin (H194) und Serin (S368) 

(Abbildung 8). C-terminal davon befindet sich eine P-Domäne und schließlich die 

Transmembrandomäne sowie ein kurzer zytoplasmatischer Rest (Leduc et al. 1992). Furin wird 

wie viele Proteasen als inaktiver Vorläufer synthetisiert. Während des Transports entlang des 

sekretorischen Wegs wird im ER die inhibitorische Prodomäne an der Position R107 (R-A-K-R↓) 

autokatalytisch abgespalten, verbleibt jedoch assoziiert mit der Proteasedomäne. Daraufhin 

wird Furin ins TGN transportiert, wo sich das Propeptid nach einer zweiten autokatalytischen 

Spaltung an der Position R75 (R-G-V-T-K-R↓) aufgrund des niedrigen pH-Wertes von der nun 

aktiven Protease ablöst (Anderson et al. 2002). Das klassische Erkennungsmotiv für die 

Prozessierung durch Furin besteht aus einer multibasischen Sequenz R-X-K/R-R↓ (Vey et al. 

1992). Einige Zielproteine tragen jedoch stattdessen ein dibasisches Motiv R-X-X-R↓, bei dem 

die basische Aminosäure an P2 fehlt, beispielsweise Shigatoxin (R-V-A-R↓) oder Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa) Exotoxin A (R-Q-P-R↓) (Rockwell et al. 2002). Lokalisiert ist Furin 

intrazellulär vor allem im TGN, aber auch auf der Zelloberfläche (Molloy et al. 1999). Bei Spaltung 

innerhalb der Ektodomäne an der Position R683 kann eine aktive Form sezerniert werden 

(Plaimauer et al. 2001).  

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung von Furin. 

Die PC Furin enthält N-terminal ein Signalpeptid (SP) und eine Prodomäne (ProD). Darauf folgt die 
kex2/Subtilisin-ähnliche Serinproteasedomäne mit der katalytischen Triade aus D, H und S. Die P-Domäne 
(PD) bildet die Stammregion. C-terminal ist Furin über eine Transmembrandomäne (TM) in der Membran 
verankert. Furin wird als Zymogen synthetisiert. Die inhibitorische ProD wird zunächst autokatalytisch 
abgespalten, und löst sich nach einer zweiten autokatalytischen Spaltung innerhalb der ProD bei 
niedrigem pH-Wert ab, so dass die Protease anschließend aktiv ist. Durch eine weitere Spaltung in der PD 
kann die Ektodomäne freigesetzt werden. Die Spaltstellen sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. 

Furin wird ubiquitär in nahezu allen Zellen und Geweben exprimiert. Viele zelluläre Proteine sind 

für ihre Reifung auf die Prozessierung durch Furin angewiesen. Dazu gehören verschiedene 
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Wachstumshormone, Neuropeptide und Rezeptoren. Auch einige bakterielle Exotoxine nutzen 

Furin für ihre zelluläre Aufnahme, so z.B. Anthrax, Diphtherie oder Shiga-Toxin (Garten 2018). 

Aufgrund seiner vielfältigen Funktionen ist Furin essentiell für das Überleben der Zellen und des 

gesamten Organismus. Furindefiziente Mäuse sind nicht lebensfähig (Scamuffa et al. 2006).  

Furin ist wie TMPRSS2 bekannt als wichtige und vielfältige virusaktivierende Protease. Das HA 

der HPAIV-Subtypen H5 und H7 mit multibasischer Spaltstelle wird von Furin aktiviert (Stieneke-

Gröber et al. 1992; Vey et al. 1992; Garten et al. 1994). Außerdem ist die Prozessierung der 

multibasischen S1/S2-Spaltstelle von SARS-CoV-2 durch Furin essentiell für die virale 

Replikation. Eine Beteiligung von Furin an der MERS-CoV S-Aktivierung wird ebenfalls diskutiert 

(Burkard et al. 2014; Millet und Whittaker 2015; Gierer et al. 2015; Matsuyama et al. 2018; 

Jaimes et al. 2019; Örd et al. 2020). Darüber hinaus ist Furin in die Aktivierung der 

Fusionsproteine des Masernvirus, des respiratorischen Synzytialvirus (RSV), des humanen 

Immundefizienzvirus (HIV)-1 sowie weiterer RNA- und DNA-Viren involviert (Garten et al. 1994). 

3.3.3. Weitere virusaktivierende Proteasen 

Neben TMPRSS2 und Furin sind noch viele weitere Wirtszellproteasen in der Lage, die 

Aktivierung verschiedener viraler Oberflächenglykoproteine durchzuführen. Wie bereits 

erwähnt, können SARS-CoV-2 S und SARS-CoV S anstelle von TMPRSS2 auch von den 

endosomalen Cathepsinen L und B aktiviert werden (Bosch et al. 2008; Ou et al. 2020). Darüber 

hinaus sind Cathepsin L und B für die Spaltung von Hendra- und Nipahviren zuständig und sind 

Teil des komplexen Aktivierungsmechanismus des EBOV GP (Diederich et al. 2005; Diederich et 

al. 2012; Pager und Dutch 2005; Schornberg et al. 2006). Cathepsin L und B gehören zu den 

Cysteinproteasen, welche bei niedrigen pH-Werten, wie sie in den endolysosomalen 

Kompartimenten zu finden sind, aktiv sind (Klein et al. 2018). Sie haben keine klassische 

Erkennungssequenz, zeigen aber eine gewisse Präferenz für die Spaltung nach basischen oder 

großen hydrophoben Aminosäureresten (Turk et al. 2012). Cathepsin L und B sind in 

verschiedenen Geweben und Zelltypen exprimiert und sind in verschiedene physiologische und 

pathophysiologische Prozesse involviert (Reinheckel et al. 2001).  

Für Influenzavirus HA mit monobasischer Spaltstellen wurden neben TMPRSS2 noch 

verschiedene weitere Proteasen beschrieben, die in vitro die Aktivierung einzelner Subtypen 

vermitteln können. Dazu gehören einerseits sezernierte Proteasen wie Trypsin, Plasmin, 

Faktor Xa oder Tryptase Clara (Lazarowitz et al. 1973; Klenk et al. 1975; Suzuki et al. 1991; Kido 

et al. 1992). Später wurden außerdem weitere mit TMPRSS2 verwandte HA-aktivierende TTSPs 

identifiziert, beispielsweise HAT, TMPRSS4, Matriptase, TMPRSS13 und TMPRSS11E (Böttcher et 
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al. 2006; Chaipan et al. 2009; Beaulieu et al. 2013; Zmora et al. 2014). Auch für die zoonotischen 

CoV wurde gezeigt, dass HAT, TMPRSS4, TMPRSS13 und TMPRSS11E in vitro die Aktivierung des 

Oberflächenproteins S zum Teil übernehmen können (Bertram et al. 2011; Glowacka et al. 2011; 

Zmora et al. 2014). Die TTSPs weisen alle eine ähnliche Struktur wie TMPRSS2 auf. Die 

konservierte Proteasedomäne ist dabei jeweils über unterschiedliche Stammdomänen mit einer 

N-terminalen Transmembrandomäne verbunden. Die Spaltung erfolgt in der Regel nach einem 

einzelnen Arginin oder Lysin (Hooper et al. 2001).  

3.4. Bakterielle Koinfektionen 

Bakterielle Super- oder Koinfektionen, insbesondere bakterielle Pneumonien, zählen zu den 

häufigsten Komplikationen im Zusammenhang mit der durch Influenzaviren verursachten 

echten Grippe. Schon früh wurde erkannt, dass bakterielle Koinfektionen mit schwereren 

Krankheitsverläufen und einer erhöhten Mortalität einhergehen (Scadding 1937; Rice et al. 

2012). Bemerkenswerterweise waren während der Influenza-Pandemie 1918-1919 etwa 95 % 

der Erkrankungen und Todesfälle mit bakteriellen Pneumonien assoziiert (Morens et al. 2008). 

Aber auch heute bleiben bakterielle Koinfektionen trotz der Entwicklung verschiedener 

Antibiotika ein bedeutendes Problem. So wurden während der Influenza-Pandemie von 2009 

bei etwa 30 % und während saisonaler Epidemien immerhin bei 25 % der Todesfälle 

koinfizierende Bakterien nachgewiesen (Peltola et al. 2005; Smith und McCullers 2014). Die 

häufigsten Erreger sind dabei Kommensalen des Respirationstrakts wie Streptococcus 

pneumoniae (S. pneumoniae), Staphylococcus aureus (S. aureus) oder Haemophilus influenzae 

(H. influenzae) Typ B (Chertow und Memoli 2013). Daneben kommen auch weniger verbreitete 

Pathogene wie P. aeruginosa oder Legionella pneumophila (L. pneumophila) gelegentlich vor, 

wobei die Dunkelziffer hier vermutlich höher ist (Rizzo et al. 2010; Klein et al. 2016). Bei 

Infektionen mit den zoonotischen CoV SARS-CoV, MERS-CoV und SARS-CoV-2 sind bakterielle 

Koinfektionen weniger gut untersucht, aber ebenfalls möglich (Mirzaei et al. 2020). In 

retrospektiven Studien wurden bei hospitalisierten Fällen von SARS-CoV und MERS-CoV in etwa 

39 % bzw. 18 % der Fälle zusätzlich bakterielle Erreger nachgewiesen (Zahariadis et al. 2006; 

Arabi et al. 2017). Bei SARS-CoV-2-Infizierten wurden in bis zu 50 % der bestätigten Fälle 

Koinfektionen festgestellt, darunter auch bakterielle Erreger wie L. pneumophila, S. pneumoniae 

und S. aureus (Lai et al. 2020; Singh et al. 2021). 

Die gängige Vorstellung von viral-bakteriellen Koinfektionen ist, dass die virale Infektion die 

Zellen des respiratorischen Epithels schädigt, was die Suszeptibilität gegenüber bakteriellen 
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Erregern erhöht. Beispielsweise wird durch die Exposition der extrazellulären Matrix infolge 

einer Virusinfektion die Anheftung bakterieller Pathogene an frei zugängliches Fibronektin 

ermöglicht (van der Flier et al. 1995; Tan et al. 2005; Heilmann 2011). Die NA-Aktivität von 

Influenzaviren, die Sialinsäuren von Zelloberflächen entfernt, kann zusätzlich für die Freilegung 

spezifischer bakterieller Rezeptoren sorgen (McCullers und Bartmess 2003; Peltola et al. 2005). 

Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die Beeinträchtigung der Zilienaktivität in 

virusinfizierten Zellen. Dadurch können respiratorische Bakterien weniger effizient entfernt 

werden und gelangen so in die unteren Atemwege (Pittet et al. 2010). Gleichzeitig produzieren 

virusinfizierte Zellen weniger antimikrobielle Peptide, was die Proliferation der Bakterien 

begünstigt (Ganz 2003; McGillivary et al. 2009). Insgesamt haben Virusinfektionen vielfältige 

tiefgreifende Auswirkungen auf das Immunsystem, die eine verminderte Erkennung oder 

unzureichende Immunantwort gegenüber bakteriellen Infektionen nach sich ziehen können 

(Bosch et al. 2013; Smith und McCullers 2014). 

3.4.1. Einfluss bakterieller Koinfektionen auf die Virusaktivierung 

Kommt es zu viral-bakteriellen Koinfektionen des humanen Respirationstrakts, finden nicht nur 

die bakteriellen Erreger durch die Virusinfektion verbesserte Bedingungen vor. Bakterielle 

Faktoren können ihrerseits Vorteile für die virale Replikation bieten (Lalbiaktluangi et al. 2023). 

So nehmen einige Bakterien Einfluss auf die Aktivierung der viralen Oberflächenglykoproteine, 

indem sie entweder selbst Aktivierungsproteasen sezernieren oder die Verfügbarkeit endogener 

Proteasen modellieren. Beispielsweise wurde beobachtet, dass die Koinfektion von Mäusen mit 

Influenzaviren und dem S. aureus Stamm Wood 46 zu schweren Pneumonien mit einer im 

Vergleich zur Einzelinfektion erhöhten Viruslast führte (Tashiro et al. 1987a). Dieser Effekt 

konnte darauf zurückgeführt werden, dass die Bakterien eine HA-Aktivierungsprotease 

sezernieren, die in Zellkultur die multizyklische Replikation von IAV ermöglicht (Tashiro et al. 

1987b). Auch Aerococcus viridans (A. viridans) sezerniert eine Protease, die über die 

HA-Aktivierung die virale Replikation steigern kann (Scheiblauer et al. 1992). Im Gegensatz dazu 

aktiviert eine von Serratia marcescens (S. marcescens) exprimierte Protease die 

Blutgerinnungskaskade, was zur Reifung der HA-Aktivierungsprotease Plasmin führt (Akaike et 

al. 1989; Lazarowitz et al. 1973; Scheiblauer et al. 1995; Scheiblauer et al. 1992). Staphylokinase 

und Streptokinase, welche von einigen Staphylococcus bzw. Streptococcus Spezies sezerniert 

werden, können ebenfalls zur Aktivierung von Plasmin und dadurch zur HA-Aktivierung einiger 

IAV-Subtypen beitragen (Tse et al. 2013). Darüber hinaus wurde beobachtet, dass in Mäusen, 

die mit Influenzaviren und P. aeruginosa koinfiziert wurden, eine erhöhte Aktivität Trypsin-
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ähnlicher Proteasen in der bronchoalveolären Lavage messbar ist, die vermutlich auf eine 

erhöhte Expression oder Sekretion endogener Proteasen zurück geht (Scheiblauer et al. 1992). 

In dieser Arbeit vorausgehenden Studien wurde zudem gezeigt, dass die Stimulation humaner 

Bronchialepithelzellen mit L. pneumophila oder bakteriellen Bestandteilen wie Flagellin zur 

Hochregulation der wichtigen S- und HA-aktivierenden Protease TMPRSS2 auf mRNA-Ebene 

führte (Schwerdtner et al. 2023).  

3.5. TLR-vermittelte Immunantwort in humanen 

Atemwegsepithelzellen 

Das Atemwegsepithel stellt in der Regel die Eintrittspforte für Infektionen mit respiratorischen 

Pathogenen dar. Es ist daher wichtiger Bestandteil der Erkennung und Abwehr von bakteriellen 

und viralen Infektionserregern im Rahmen der angeborenen Immunantwort. Epithelzellen 

verfügen über verschiedene Mechanismen, um drohende Infektionen zu identifizieren und eine 

inflammatorische Antwort auszulösen (Johnston et al. 2021). Unter anderem exprimieren sie 

sogenannte Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs). Diese erkennen verschiedene pathogen-

assoziierte molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPs). Dazu gehören 

unter anderem weit verbreitete mit bakteriellen Membranen assoziierte Strukturen, aber auch 

Nukleinsäurevarianten, die in einer gesunden Zelle bzw. im betreffenden Kompartiment unter 

physiologischen Bedingungen nicht vorkommen.  

Wichtige Vertreter der PRRs sind die membranverankerten Toll-like Rezeptoren (TLRs). Im 

Menschen sind zehn TLRs bekannt, die alle auch im Atemwegsepithel vorkommen (Leiva-Juárez 

et al. 2018). Während TLR2/1, TLR2/6, TLR4, TLR5 und TLR10 auf der Zelloberfläche exprimiert 

werden, sind TLR3, TLR7, TLR8, und TLR9 im Endosom aktiv (Kawasaki und Kawai 2014). Die 

Erkennung der spezifischen PAMPs, darunter je nach TLR bakterielle Lipopeptide, 

Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin, DNA- oder RNA-Spezies, wird von ihrer hufeisenförmigen 

Ektodomäne vermittelt. Bei Bindung eines Liganden kommt es zur Dimerisierung und zur 

Rekrutierung von Adapterproteinen über ihre zytoplasmatischen Toll/Interleukin (IL)-1 Rezeptor 

(TIR)-Domänen, wodurch verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden können (Botos et al. 

2011). Die meisten TLRs rekrutieren unter anderem das Adapterprotein Myeloid differentiation 

primary response 88 (MyD88), was schließlich in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) resultiert (Kawai und 

Akira 2007). Darüber hinaus wird über den Mitogen-activated protein kinases (MAPK)-Signalweg 

das Aktivatorprotein-1 (AP-1) aktiviert, welches ebenfalls als Transkriptionsfaktor fungiert. 
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NF-κB und AP-1 initiieren dann die Transkription proinflammatorischer Zytokine und 

Chemokine. Außerdem kommt es zur Aktivierung von Interferon-sensitive response elements 

(ISRE), wodurch die Epithelzellen Interferone produzieren und sezernieren (Kawasaki und Kawai 

2014).  

Interessanterweise deuten verschiedene Studien auf einen Zusammenhang zwischen der 

virusaktivierenden Protease TMPRSS2 und der angeborenen Immunantwort hin. So kommt es 

in TMPRSS2-KO-Mäusen im Vergleich zu wildtypischen Mäusen bei der sterilen Stimulation mit 

einem synthetischen TLR3-Liganden zur reduzierten Ausschüttung proinflammatorischer 

Zytokine (Iwata-Yoshikawa et al. 2019). Im Einklang damit wurde in humanen 

Atemwegsepithelzellen beobachtet, dass die Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden zu 

einer verstärkten Expression von TMPRSS2 führt (Schwerdtner et al. 2023; Hose et al. 2024).  

3.6. Ziele der Arbeit 

Die Aktivierung viraler Fusionsproteine ist ein essentieller Bestandteil des Replikationszyklus 

respiratorischer Viren wie Influenzaviren und CoV. Die Wirtsprotease TMPRSS2 nimmt dabei 

eine besondere Stellung ein. Sie wurde als Hauptaktivierungsprotease für IAV im unteren 

humanen Respirationstrakt und für IBV in alveolären Typ II Pneumozyten identifiziert (Limburg 

et al. 2019). Außerdem ist TMPRSS2 essentiell für die Aktivierung von SARS-CoV-2 S in 

respiratorischen Epithelzellen (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b).  

In vorhergehenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass die TMPRSS2-mRNA-Expression in 

humanen respiratorischen Epithelzellen nach der Stimulation mit verschiedenen bakteriellen 

Bestandteilen, insbesondere Flagellin, hochreguliert war (Schwerdtner et al. 2023). Dieser Effekt 

könnte im Kontext einer viral-bakteriellen Koinfektionen zu schwereren Krankheitsverläufen 

beitragen. Er wurde deshalb in dieser Arbeit weiter charakterisiert. Insbesondere wurden die 

Auswirkungen auf TMPRSS2-abhängige respiratorische Viren untersucht. 

Bisherige Studien deuten darauf hin, dass TMPRSS2 auch an der Aktivierung der zoonotischen 

CoV SARS-CoV und MERS-CoV beteiligt ist. (Matsuyama et al. 2010; Shirato et al. 2013; Simmons 

et al. 2013; Gierer et al. 2013). Viele der Erkenntnisse zur S-Spaltung dieser Viren wurden 

allerdings in Überexpressionsstudien gewonnen, während wenig zur Rolle von TMPRSS2 bei der 

Replikation authentischer Viren bekannt ist. Hinzu kommt, dass die Datenlage zum Teil 

widersprüchlich ist, beispielsweise in Bezug auf die Aktivierung von MERS-CoV S durch TMPRSS2 

und/oder Furin (Burkard et al. 2014; Millet und Whittaker 2014; Gierer et al. 2015; Matsuyama 

et al. 2018; Jaimes et al. 2019; Örd et al. 2020). In dieser Arbeit wurde deshalb die Rolle von 
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TMPRSS2 bei der Aktivierung von SARS-CoV und MERS-CoV nicht nur in vitro, sondern vor allem 

auch während der Replikation authentischer Viren in humanen Atemwegszellen genau 

beleuchtet. Neben TMPRSS2 wurde die S-Spaltung durch weitere Serinproteasen, endosomale 

Cathepsine oder Furin in verschiedenen Zellkultur- und Überexpressionssystemen beschrieben 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018). Ihr Beitrag zur Virusaktivierung und zur viralen 

Replikation wurde daher ebenfalls in dieser Arbeit untersucht. 

Des Weiteren wurde der Einfluss von TMPRSS2 auf die HA-Aktivierung und die virale Replikation 

des pandemischen H1N1/1918 analysiert. Auch hier wurde die HA-Spaltung durch TMPRSS2 und 

andere Proteasen bislang lediglich in Koexpressionsstudien gezeigt (Chaipan et al. 2009; Laporte 

et al. 2019). Es ist jedoch bekannt, dass nicht alle Proteasen, die in vitro die HA-Spaltung 

übernehmen, auch während der Infektion humaner Atemwegsepithelzellen eine Rolle spielen 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018).  

Der Vergleich der TMPRSS2-Abhängigkeit von H1N1/1918, SARS-CoV und MERS-CoV kann dazu 

beitragen, das Potenzial von TMPRSS2-Inhibitoren als Breitbandtherapeutika gegen neu 

auftretende, möglicherweise pandemische, IAV oder CoV einschätzen zu können. Darüber 

hinaus sollen die Ergebnisse dieser Arbeit einen Beitrag dazu leisten, die diskutierte Beteiligung 

der Glykoproteinspaltung durch TMPRSS2 an der Inter-Spezies-Transmission zu verstehen 

(Heindl und Böttcher-Friebertshäuser 2023). Aviäre und Fledermaus-assoziierte IAV-Subtypen 

bilden mögliche Quellen zukünftiger zoonotischer Infektionen. Während TMPRSS2 für den 

Großteil der LPAIV als Hauptaktivierungsprotease in humanen Atemwegsepithelzellen 

identifiziert wurde (Bestle et al. 2021), sind die Wirtsproteasen der Subtypen H12 und des aus 

Fledermäusen isolierten H17 bislang unbekannt. In dieser Arbeit wurden sie daher auf ihre 

Abhängigkeit von TMPRSS2 und anderen Wirtsproteasen hin untersucht.  



Material 23 

 

 

4. Material 

4.1. Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 

BD Columbia Agarplatten mit 5% Schafsblut Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 

Blotpapier (0,35 mm) Hahnemühle (Dassel, Deutschland) 

Deckgläschen Menzel-Gläser (Braunschweig, Deutschland) 

Filterspitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Starlab (Hamburg, Deutschland) 

Kryoröhrchen (1,6 ml) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Mikrotiterplatte für qPCR (96-Well) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Mikrotiterplatte, schwarz (96-Well) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Multistepper (12,5 ml) Brand (Wertheim, Deutschland) 

Objektträger VWR International (Radnor, USA) 

Optical Adhesive Folien Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Parafilm Amcor (Zürich, Deutschland) 

PCR Reaktionsgefäß Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Petrischale (92 x 16 mm) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Pipetten, steril (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner (Frickenhausen, Deutschland) 

Pipettenspitzen ( 10 µl, 100 µl, 1000 µl) Starlab (Hamburg, Deutschland) 

Polyvinylidene difluoride (PVDF) Membran GE Healthcare (Chicago, USA) 

Reaktionsgefäß ( 1,5 ml, 2 ml, 5 ml) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland),  

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Skalpelle FEATHER Safety Razor (Osaka, Japan) 

Vernichtungsbeutel Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) Greiner (Frickenhausen, Deutschland), 

Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zellkulturplatten (12-, 24-, 96-Well) Greiner (Frickenhausen, Deutschland), 

Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner (Frickenhausen, Deutschland), 

Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

4.2. Chemikalien 

Tabelle 2: Chemikalien 

Name Hersteller 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

4‘,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Aceton Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Agarose, SeaKem LE Lonza (Basel, Schweiz) 

Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 

Airway Epithelial Cell Growth Medium (AECGM) PromoCell (Heidelberg, Deutschland) 

Ampicillin Serva (Heidelberg, Deutschland) 
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Name Hersteller 

Avicel FMC BioPolymer (Philadelphia, USA) 

Bactoagar BD Biosciences (Langstraat, Niederlande) 

Bovines Serumalbumin (BSA), lyophilisiert Serva (Heidelberg, Deutschland) 

BSA, steril Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

CellLyticM Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Desoxynukleosidtriphosphat-Mix (dNTPs) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

DL-Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

DMEM/F-12 (1:1) + GlutaMAX-I Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 

Dulbeccos Modified Eagle’s Medium (DMEM) 1x Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol (99,8 %) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Fetales Kälberserum (fetal calf serum, FCS) Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) 

Fluoroshield mit 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]oktan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Gel Loading Dye purple, no SDS (6x) New England Biolabs (Ipswich, USA) 

GelGreen Nucleic Acid Stain Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Glyzerin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Glyzin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hefeextrakt Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Isopropanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Kanamycin Serva (Heidelberg, Deutschland) 

Kollagen Typ I (Kalbshaut) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Kollagen Typ I (Rattenschwanz) Corning (Bedford, USA) 

L-Glutamin Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) 

Lipofectamin 2000 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Minimum Essential Medium (MEM) (2x) Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 

Methanol Honeywell (Seelze, Deutschland) 

Milchpulver Saliter (Obergrünzburg, Deutschland) 

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumhydroxid (NaOH) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

OptiMEM Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

PEG8000 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Penicillin/Streptomycin (5.000 IU/ml) Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) 

Pepton Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Proteaseinhibitor Cocktail Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Random hexamer primers Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Salzsäure (HCl) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

SuperSignal West Dura Extended Duration 

Substrate 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
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Name Hersteller 

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 

Todd-Hewitt-Bouillon (THY) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Tris-Acetat (Tris) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Triton-X-100 Serva (Heidelberg, Deutschland) 

True-Blue Peroxidasesubstrat Seracore (Milford, USA) 

Tween-20 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Tween-80 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

4.3. Puffer und Lösungen 

Tabelle 3: Puffer und Lösungen 

Name Zusammensetzung 

0,1 M Glyzin 0,1 M Glyzin 

dH2O 

0,3 % Triton-X-100 0,3 % [v/v] Triton-X-100 

PBSdef 

0,5 M Tris-HCl, pH = 6,8 0,5 M Tris 

dH2O 

pH = 6,8 

1,5 M Tris-HCl, pH = 8,8 1,5 M Tris 

dH2O 

pH = 8,8 

2,5 % Avicel 2,5 % [w/v] Avicel 

dH2O 

autoklavieren 

4 % PFA 4 % [w/v] PFA 

PBSdef 

10 % APS 10 % [w/v] APS 

dH2O 

10 % SDS 10 % [w/v] SDS 

dH2O 

ELISA-Puffer 2 % [w/v] BSA 

0,1 % [v/v] Tween-80 

PBSdef 

FRET-Puffer 50 mM Tris 

154 mM NaCl 

1 g/L PEG8000 

pH = 8,0 

IF-Puffer 5 % [v/v] Glyzerin 

2 % [w/v] BSA 

0,1 % [v/v] Tween-20 

PBSdef 
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Name Zusammensetzung 

Kollagen Typ I (Kalbshaut) 1 mg/ml Kollagen 

0,1 M Essigsäure 

dH2O 

steril filtrieren 

Lysepuffer 1 % [v/v] Protaseinhibitor Cocktail 

CellLyticM 

Methanol-Aceton 50 % [v/v] Methanol 

50 % [v/v] Aceton 

PBSdef 137 mM NaCl 

10 mM Na2HPO4 

2,7 mM KCl 

1,8 mM KH2PO4 

dH2O 

Sammelgel (4 %) 4,5 % [v/v] Rotiphorese Gel 30 

130 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

1 % [w/v] SDS 

1 % APS [w/v] 

0,1 % TEMED [w/v] 

dH2O 

SDS-Laufpuffer (10x) 1 % [w/v] SDS 

2 M Glyzin 

250 mM Tris 

dH2O 

SDS-Probenpuffer (4x) 200 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

40 % [v/v] Glycerin 

8 % [w/v] SDS 

2 % [v/v] 2-Mercaptoethanol 

10 µg/ml Bromphenolblau 

dH2O 

SDS-Probenpuffer (6x) 47 % [v/v] Glyzerin 

12 % [w/v] SDS 

0,6 % [w/v] Bromphenolblau 

60 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

0,6 M DTT 

dH2O 

Transferpuffer 20 % [v/v] Ethanol 

50 mM Tris 

40 mM Glyzin 

dH2O 

Trenngel (10/12 %) 10/12 % [v/v] Rotiphorese Gel 30 

375 mM Tris-HCl (pH 8,8) 

1 % [w/v] SDS 

1 % APS [w/v] 

0,1 % [w/v] TEMED 

dH2O 
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Name Zusammensetzung 

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x) 2 M Tris 

1 M Essigsäure 

50 mM EDTA (pH 8) 

dH2O 

Waschpuffer 0,05 % [v/v] Tween-80 

PBSdef 

Western Blot Block-Puffer 7 % [w/v] Milchpulver 

0,1 % [v/v] Tween-80 

PBSdef 

Western Blot Waschpuffer 0,1 % [v/v] Tween-80 

PBSdef 

4.4. Zellkultur 

4.4.1. Zellen 

Tabelle 4: Zelllinien und primäre Zellen 

Name Organismus Gewebe, Zelltyp Referenz 

Calu-3 (Caucasian lung 3) Homo sapiens Adenokarzinom des 

Atemwegsepithels 

RRID: CVCL_0609 

Primäre HBEC (Human 

bronchial epithelial cells) 

Homo sapiens Bronchialepithel #CC-2540, Lonza 

(Basel, Schweiz) 

HEK293 (Human embryonic 

kidney 293) 

Homo sapiens Embryonales 

Nierenepithel 

RRID: CVCL_6642 

HeLa (Henrietta Lacks) Homo sapiens Adenokarzinom des 

Zervixepithels 

RRID: CVCL_0030 

MDCKII (Madin-Darby canine 

kidney II) 

Canis lupus 

familiaris 

Nierenepithel des 

distalen Tubus 

RRID: CVCL_0424 

RoNi/7 (Rousettus aegyptiacus 

Nierenepithelzellen) 

Rousettus 

aegyptiacus 

Nierenepithel RRID:CVCL_RX23 

4.4.2. Zellkulturmedien 

Tabelle 5: Zellkulturmedien 

Name Zusammensetzung 

AECGM AECGM + Supplement-Mix 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

Calu-3 Medium DMEM/F-12 (1:1) + GlutaMAX 

1 % [v/v] L-Glutamin 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

10 % [v/v] FCS 
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Name Zusammensetzung 

DMEM-0 % DMEM 

1 % [v/v] L-Glutamin 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

DMEM-3 % DMEM 

1 % [v/v] L-Glutamin 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

3 % [v/v] FCS 

Infektionsmedium DMEM 

1 % [v/v] L-Glutamin 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

0,1 % [v/v] BSA, steril 

MEM (2x) MEM (2x) 

2 % [v/v] L-Glutamin 

2 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

0,6 % [v/v] BSA, steril 

OptiMEM OptiMEM 

Überschichtungsmedium 50 % [v/v] 2,5 % Avicel 

50 % [v/v] MEM (2x) 

1 µg/ml TPCK-behandeltes Trypsin 

Wachstumsmedium DMEM 

1 % [v/v] L-Glutamin 

1 % [v/v] Penicillin/Streptomycin 

10 % [v/v] FCS 

4.5. Bakterienkultur 

4.5.1. Bakterienstämme 

Tabelle 6: Bakterienstämme 

Name Herkunft 

Escherichia coli (E. coli) Top10, RbCl2-kompetent Institut für Virologie (Marburg, Deutschland) 

S. pneumoniae R6x Institut für Lungenforschung (Marburg, 

Deutschland), (Schmeck et al. 2004) 
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4.5.2. Puffer und Medien 

Tabelle 7: Puffer und Medien für Bakterienkulturen 

Name Zusammensetzung 
Lysogeny broth (LB)-Medium 0,5 % [w/v] Hefeextrakt 

1 % [w/v] Pepton 

0,5 % [w/v] NaCl 

dH2O 

autoklavieren 

ggf. 100 µg/ml Ampicillin/Kanamycin 

LB-Agar 0,5 % [w/v] Hefeextrakt 

1 % [w/v] Pepton 

1 % [w/v] NaCl 

1,5 % [w/v] Baktoagar 

dH2O 

autoklavieren 

ggf. 100 µg/ml Ampicillin/Kanamycin 

THY-Medium 3 % [w/v] THY 

0,5 % [w/v] Hefeextrakt 

dH2O 

4.6. Plasmide 

Tabelle 8: Plasmide 

Name Resistenz Beschreibung Herkunft 
pCMV3-cFLAG Kanamycin Leervektor (LV) mit integiertem 

FLAG-Tag 

#CV012, Sino Biological 

(Peking, China) 

pCMV3-MERS-

CoV Spike-cFLAG 

Kanamycin Codiert für MERS-CoV S mit C-

terminalem FLAG-Tag 

#VG40069-CF, Sino Biological 

(Peking, China) 

pCMV3-SARS-CoV 

Spike-cFLAG 

Kanamycin Codiert für SARS-CoV S mit C-

terminalem FLAG-Tag 

#VG40150-CF, Sino Biological 

(Peking, China) 

pCMV3-hDPP4-

cHA 

Kanamycin Codiert für humane DPP4 mit C-

terminalem HA-Tag 

#HG10688-CY, Sino Biological 

(Peking, China) 

pCAGGS Ampicillin LV Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

pCAGGS-H1/1918 Ampicillin Codiert für HA von A/South 

Carolina/1/1918 (H1N1) 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

pCAGGS-

hTMPRSS2 

Ampicillin Codiert für humane TMPRSS2 Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

pCAGGS-HAT Ampicillin Codiert für HAT Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

pCMV6entry Kanamycin LV #PS100001, OriGene  

Technologies (Rockville, USA) 

pCMV6entry-

mTMPRSS4 

Kanamycin Codiert für murine TMPRSS4 mit 

C-terminalem Myc-DDK-Tag 

#MR206946, OriGene  

Technologies (Rockville, USA) 
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Name Resistenz Beschreibung Herkunft 
pCMV6entry-

mTMPRSS13 

Kanamycin Codiert für murine TMPRSS13 mit 

C-terminalem Myc-DDK-Tag 

#MR208661, OriGene  

Technologies (Rockville, USA) 

pcDNA3.1(+) Ampicillin LV Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

pcDNA3.1(+)-

hACE2-cHA 

Ampicillin Codiert für humanes ACE2 mit C-

terminalem HA-Tag 

GeneART, ThermoFisher 

(Waltham, USA) 

4.7. Viren 

Tabelle 9: Viren 

Abkürzung Beschreibung Herkunft 
H1N1pdm Humanes Isolat A/Hamburg/5/2009 (H1N1) 

 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

rH1N1/1918 Rekombinantes Virus mit HA von A/South 

Carolina/1/1918 (H1N1) und 7 Genen von A/Brevig 

Mission/1/1918 (H1N1), ergänzt um die nicht-

codierenden Bereiche von A/WSN/33 (H1N1) 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

rH3N2 Rekombinantes Virus basierend auf A/Hongkong/1/68 

(H3N2) 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

rH12-SC35M Rekombinantes Virus mit HA von A/northern 

shoveler/Interior Alaska/1/2007(H12N5) und 7 Genen 

von A/Seal/Massachusetts/1/80 (H7N7) 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

rH17-SC35M Rekombinantes Virus mit HA von A/little yellow-

shouldered bat/Guatemala/164/2010 (H17N10) und 7 

Genen von A/Seal/Massachusetts/1/80 (H7N7) 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

SARS-CoV-2 Humanes Isolat Deutschland/Wetzlar/2020 

 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

SARS-CoV Humanes Isolat FFM-1 

 

Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

MERS-CoV Humanes Isolat Institut für Virologie 

(Marburg, Deutschland) 

4.8. Antikörper 

4.8.1. Primärantikörper 

Tabelle 10: Primärantikörper 

Name Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-FLAG (F7425) Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Anti-FLAG M2 (F1804) Maus 1:50 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)) 

Anti-IAV-NP (ABIN249718) Maus 1:5000 antibodies-online (Limerick, USA) 

Anti-H1N1-HA (11085-T62) Kaninchen 1:500 Sino Biological (Peking, China) 
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Name Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-SARS-CoV-2-Spike-S2 

(PA5-112048) 

Kaninchen 1:500 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Anti-MERS-CoV Spike-S2 

(40070-T62) 

Kaninchen 1:500 Sino Biological (Peking, China) 

Anti-Tubulin (T9026) Maus 1:2000 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Anti-β-Aktin (ab6276) Maus 1:2500-5000 Abcam (Cambridge, UK) 

4.8.2. Sekundärantikörper 

Tabelle 11: Sekundärantikörper 

Name Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-Kaninchen-HRP 

(P0448) 

Ziege 1:6000 Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 

Anti-Maus-HRP (P0260) Kaninchen 1:6000 Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 

Anti-Maus-AlexaFluor488 

(A-10667) 

Ziege 1:100 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

4.9. Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden von biomers.net GmBH (Ulm, Deutschland) synthetisiert. 

Tabelle 12: Primer für RT-qPCR 

Name Vorwärts (5‘ – 3‘) Rückwärts (5‘ – 3‘) 
ACE2 qPCR CAA GAG CAA ACG GTT GAA CAC AGC CCA GAG CCT CTC ATT GT 

Furin qPCR AGC AGT GGC AAC CAG AAT GA CCC GCC ATG TGA GGT TCT TA 

IL-6 qPCR AGA CAG CCA CTC ACC TCT TCA G TTC TGC CAG TGC CTC TTT GCT G 

TMPRSS2 qPCR GTG CTC CAA CTC TGG GAT AGA ACA CAC CGA TTC TCG TCC TC 

Tubulin qPCR GGC AGT GTT TGT AGA CTT GGA AC CCT TGC CAA TGG TGT AGT GC 

 

Tabelle 13: Sequenzierungsprimer 

Name Vorwärts (5‘ – 3‘) Rückwärts (5‘ – 3‘) 
Uni-12 IAV  AGC AAA AGC AGG  

H1 HA Seq AGC AAA AAG CAG GGG AAA A ATA TGG TCT CGT ATT AGT AGA AAC 

AAG GGT GTT TT 

H1/1918 Seq AAT GGA GGC AAG ACT ACT GG CAC TGC AAA GAC CCA TTA GAA CAC 

H3 HA Seq AGC AAA AGC AGG GGA TAA TTC TAT 

TAA CC 

AGT AGA AAC AAG GGT GTT TTT AAT 

TA 

H12 HA Seq AGC AAA AGC AGG GGT CAC A AGT AGA AAC AAG GGT GGT TTA A 

H17 HA Seq GCT ACT ATG GAG CTG ATT GTC CT GGC ACC CCC AAA GAA AAG CG 

SARS-CoV 2 S Seq CCG TGA TCC ACA GAC ACT TG AGC CAG CAT CTG CAA GTG 
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Name Vorwärts (5‘ – 3‘) Rückwärts (5‘ – 3‘) 
SARS-CoV S Seq CTA TGG CGT TTC TGC CAC TAA G CAA TTT GTA CCT CCG CCT CG 

MERS-CoV S Seq CTT GTT GCT AGT GGC TCA AC GTC TCC AAT AGA GGC GGA AA 

4.10. Stimulanzien und Inhibitoren 

Tabelle 14: Stimulanzien und Inhibitoren 

Name Beschreibung Hersteller 
Flagellin  

(tlrl-stfla) 

TLR-5-Ligand InvivoGen (San Diego, USA) 

BAY 11-7821 

(B5556) 

NF-κB-Inhibitor Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Aprotinin 

(A2132) 

Inhibitor für Trypsin-ähnliche 

Serinproteasen 

AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

BAPA Inhibitor für Trypsin-ähnliche 

Serinproteasen 

Institut für Pharmazeutische Chemie 

(Marburg, Deutschland) 

Doxycyclin Inhibitor für Metalloproteasen Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

USA) 

E64d (S7393) Inhibitor für endosomale Cathepsine SellekChem (Houston, USA) 

MI-1148 Furininhibitor Institut für Pharmazeutische Chemie 

(Marburg, Deutschland) 

MI-1851 Furininhibitor Institut für Pharmazeutische Chemie 

(Marburg, Deutschland) 

T-ex5 TMPRSS2-Inhibitor; PMO (5‘-AGA GTT GGA 

GCA CTT GCT GCC CA-3‘) am 3‘-Ende über 

einen nicht spaltbaren Linker konjugiert an 

ein membrangängiges Peptid (RXR)4 (R = 

Arginin, X = 6-Aminohexansäure)(Abes et al. 

2006) 

PMO: Gene Tools LLC (Corvallis, USA) 

Peptid-Konjugierung: David A. Stein 

und Hong Moulton, Oregon State 

University (Corvallis, USA) 

4.11. Enzyme 

Tabelle 15: Enzyme 

Name Hersteller 
L-1-Tosylamid-2-phenylethyl-chlormethylketon (TPCK)-

behandeltes Trypsin 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

RiboLock RNase Inhibitor Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Rekombinante TMPRSS2 Seattle Structural Genomics Center for 

Infectious Disease (Seattle, USA) 

Trypsin-EDTA Gibco (Karlsruhe, Deutschland) 
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4.12. Kits und Größenstandards 

Tabelle 16: Kommerziell erhältliche Kits und Größenstandards 

Name Hersteller 
CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay Promega (Madison, USA) 

E.Z.N.A. Cycle Pure Kit Omega Bio-tek (Norcross, USA) 

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit Omega Bio-tek (Norcross, USA) 

E.Z.N.A. FastFilter Plasmid DNA Maxi Kit Omega Bio Tek (Norcross, USA) 

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit NEB (Ipswich, USA) 

Monarch® Total RNA Miniprep Kit NEB (Ipswich, USA) 

Omniscript RT Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 

OneStep RT-PCR Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 

QuickLoad 1 kb DNA Ladder NEB (Ipswich, USA) 

4.13. Software 

Tabelle 17: Software 

Name Version Anbieter 
Citavi 6 Swiss Academic Software (Wädenswil, Schweiz) 

BioTek Gen5 3.11 Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 

Prism 10 GraphPad (Boston, USA) 

ImageJ 1.54f 2.14.0 Open-Source 

ImageLab 6.1 Bio-Rad (Hercules, USA) 

LAS X 3.7.0.20979 Leica (Wetzlar, Deutschland) 

R 3.6.1 Open-Source 

StepOne Software V2.1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
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5. Methoden 

5.1. Zellkultur 

Alle Arbeiten mit adhärenten Zelllinien oder primären eukaryotischen Zellen wurden unter 

sterilen Bedingungen durchgeführt. Die Inkubation der Zellen sowohl bei der Kultivierung (5.1.2, 

5.1.3) als auch nach der Transfektion (5.1.6), Infektion (5.5.5) oder Stimulierung (5.1.5) erfolgte 

im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.  

5.1.1. Kollagenisierung von Deckgläschen und Zellkulturplatten 

Um die Adhäsion von Zellen an Plastik- oder Glasoberflächen zu verbessern bzw. erst zu 

ermöglichen, wurden die Oberflächen mit Kollagen beschichtet. Dieses simuliert eine 

Basallamina und bietet Bindungspunkte für adhärente Zellen. Besonders wichtig war die 

Kollagenisierung für die Kultivierung primärer HBEC (5.1.3). Hierfür wurde Kollagen Typ I aus 

Kalbshaut, welches in 0,1 M Essigsäure gelöst vorlag (Tabelle 3), 1:10 in sterilen dH2O verdünnt. 

In jedes Well einer 24-Well-Platte wurden 500 µl des verdünnten Kollagens gegeben, die Platte 

wurde geschwenkt und anschließend über Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Platten ohne Deckel für 4 h mit UV-Licht sterilisiert. Danach 

wurden entweder direkt primäre Zellen ausgesät (5.1.3), oder die Platten wurden luftdicht 

verpackt und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Auch Deckgläschen (DG) 

wurden vor dem Aussäen von Zellen für eine spätere Immunfluoreszenzfärbung (5.4.4) zunächst 

kollagenisiert, um das Haften der Zellen an der Oberfläche zu ermöglichen. Dazu wurde Typ I-

Kollagen aus Rattenschwanz verwendet, das 1:100 in dH2O verdünnt wurde. Die DG wurden 

einzeln in je eine Vertiefung einer 24-Well-Platte platziert und 500 µl des verdünnten Kollagens 

zugegeben. Direkt im Anschluss wurde die Platte geschwenkt, um das Kollagen zu verteilen und 

dann ohne Deckel für 30-45 min mit UV-Licht bestrahlt. Danach wurden die DG in der Platte mit 

dH2O gewaschen und entweder direkt verwendet oder mit 500 µl dH2O pro Well bei 4 °C 

gelagert. 

5.1.2. Kultivierung und Passage eukaryotischer Zelllinien 

Adhärente Säugerzelllinien (Tabelle 4) wurden ein bis zweimal pro Woche bei Erreichen von 90-

100 % Konfluenz passagiert. Dazu wurde bei den in 25 cm2- oder 75 cm2-Zellkulturflaschen 
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kultivierten Zellen das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit Trypsin-EDTA (Tabelle 15) 

gewaschen. Das Ablösen der Zellen erfolgte durch Inkubation mit 1 bzw. 2 ml Trypsin-EDTA im 

Inkubator. Sobald alle Zellen abgelöst waren, wurden 4 bzw. 8 ml frisches Medium hinzugegeben 

und die Zellen durch Resuspendieren vereinzelt. Dann wurden die Zellen in 96-, 24- oder 

12-Well-Platten ausgesät. Das Setzverhältnis wurde anhand der spezifischen Zelllinie und des 

geplanten Versuchs festgelegt. Für die Passage wurden Zellen in eine neue 25 cm2- oder 72 cm2-

Zellkulturflasche gesetzt, in die 5 bzw. 15 ml des entsprechenden Mediums vorgelegt wurden. 

Für HeLa, HEK293, MDCKII und RoNi/7 Zellen wurde Wachstumsmedium verwendet, während 

für Calu-3 Zellen Calu-3 Medium genutzt wurde (Tabelle 5).  

5.1.3. Kultivierung primärer HBEC 

Primäre HBEC wurden kommerziell erworben (Tabelle 4). Für die Kultivierung wurden die 

bei -196 °C gelagerten Zellen im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und in eine 75 cm2-

Zellkulturflasche mit 25 ml vorgewärmtem AECGM (Tabelle 5) gegeben. Die Flasche wurde 

geschwenkt und im Brutschrank inkubiert. Sobald sich die Mehrheit der Zellen abgesetzt hatte 

wurde der Zellkulturüberstand durch 25 ml frisches AECGM ersetzt. Das Medium wurde alle 

2-3 Tage gewechselt. Bei Erreichen von ca. 80 % Konfluenz wurde einmal mit PBSdef (Tabelle 3) 

gewaschen und die Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA (Tabelle 15) abgelöst. Nach 5 min im Inkubator 

wurden 8 ml FCS hinzugegeben, um das Trypsin-EDTA zu inaktivieren. Die Zellen wurden bei 4 °C 

10 min bei 900 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 5 ml AECGM 

aufgenommen. Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zählkammer am 

Durchlichtmikroskop bestimmt. Das Volumen der Zellsuspension wurde so angepasst, dass 

180.000 Zellen/ml enthalten waren. In zuvor kollagenisierte 24-Well-Platten (5.1.1) wurden 

250 µl AECGM pro Well vorgelegt. Dazu wurden je 500 µl der Zellsuspension gegeben, so dass 

90.000 Zellen pro Well ausgesät wurden. Sobald nach 3-4 Tagen 100 % Konfluenz erreicht war, 

wurden die HBEC für weitere Versuche verwendet. 

5.1.4. Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen 

Immortale eukaryotische Zelllinien sowie einmal passagierte primäre HBEC (Tabelle 4) wurden 

für die langfristige Lagerung bei -196 °C im N2-Tank gelagert. Dazu wurden Zellen in einer 75 cm2-

Zellkulturflasche wie für die Passage (5.1.2, 5.1.3) mit 2 ml Trypsin-EDTA (Tabelle 15) abgelöst 

und in 8 ml Medium aufgenommen. Die Zellen wurden dann bei 4 °C 10 min bei 900 rpm 

zentrifugiert und das Pellet anschließend in ihrem jeweiligen Wachstumsmedium (Tabelle 5) 
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resuspendiert, welches mit 10 % DMSO versetzt wurde, um die Zerstörung der Zellmembran 

durch sich beim Einfrieren bildende Eiskristalle zu verhindern. Die Zellen wurden in geeigneten 

Volumina in Kryoröhrchen aliquotiert und zunächst in einem Isopropanol-Bad über Nacht 

bei -80 °C eingefroren. Am darauffolgenden Tag wurden die Aliquots in den Stickstofftank 

überführt. Zum Auftauen derart gelagerter Zellen wurden sie in einem 37 °C warmen Wasserbad 

für 3-4 min inkubiert. Im Fall von HBEC wurden die Zellen danach direkt in eine 75 cm2-

Zellkulturflasche mit vorgewärmtem Medium gegeben (5.1.3). Bei immortalen Zelllinien wurden 

die frisch aufgetauten Zellen zunächst 3 min bei 900 rpm zentrifugiert, um das im Medium 

enthaltene DMSO, das zelltoxische Eigenschaften aufweist, zu entfernen. Daraufhin wurden die 

Zellen in ihrem entsprechenden Wachstumsmedium aufgenommen und in einer 75 cm2-

Zellkulturflasche inkubiert. Bei 90-100 %-iger Konfluenz konnten sie passagiert oder für 

Versuche in Well-Platten ausgesät werden (5.1.2). 

5.1.5. Stimulierung von Calu-3 Zellen und HBEC mit Flagellin 

Calu-3 Zellen oder HBEC (Tabelle 4) wurden für die Stimulierung mit Flagellin in 24-Well-Platten 

zu 100 % Konfluenz kultiviert (5.1.2, 5.1.3). Die Zellen wurden dann zunächst mit PBSdef (Tabelle 

3) gewaschen, bevor 500 µl pro Well Infektionsmedium (Tabelle 5) mit 100 ng/ml, 200 ng/ml 

oder 1 µg/ml Flagellin (Tabelle 14) zugegeben wurden. Um den Einfluss des NF-κB-Inhibitors 

BAY 11-7821 (Tabelle 14) zu testen, wurden die Zellen vor der Stimulierung für 1 h mit 10 µM 

Inhibitor in Infektionsmedium behandelt und anschließend mit PBSdef gewaschen. Nach 4 h oder 

24 h Inkubation mit Flagellin wurden die Zellen entweder für eine SDS-PAGE mit anschließendem 

Western Blot (5.4.1, 5.4.2) oder eine RNA-Isolation (5.3.1) und RT-qPCR (5.3.5) geerntet, oder es 

wurde eine Infektion (5.5.5) durchgeführt. Für die Ernte wurden die Zellen mit PBSdef gewaschen 

und dann in 500 µl PBSdef resuspendiert. Nach einer Zentrifugation für 1 min bei 500-1000 ×g 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet entweder direkt weiterverwendet oder 

bei -20 °C gelagert.  

5.1.6. Transiente Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen 

Für die transiente Proteinexpression muss Plasmid-DNA in eine Zelle eingebracht werden, um 

dort vorübergehend in mRNA transkribiert und translatiert zu werden. Da sowohl DNA als auch 

die Zellmembran eine negative Nettoladung aufweisen, werden für den Membrantransport der 

Plasmid-DNA spezielle Transfektionsreagenzien benötigt. In dieser Arbeit wurde Lipofectamine 

2000 verwendet, welches kationische Liposomen bildet, die die negativ geladene DNA 
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komplexieren und mit der Zellmembran fusionieren können, so dass die Freisetzung der 

Plasmid-DNA in die Zelle ermöglicht wird. 

Sollte die Spaltung transient exprimierter Oberflächenglykoproteine mittels SDS-PAGE und 

Western Blot (5.4.2) untersucht werden, wurden HeLa oder HEK293 Zellen (Tabelle 4) in 

12-Well-Platten zu 70-90 % Konfluenz kultiviert (5.1.2). Um die S-vermittelte Zell-Zell-Fusion 

mittels Immunfluoreszenzfärbung (5.4.4) zu untersuchen, wurden HeLa Zellen auf 

kollagenisierten DG (5.1.1) in 24-Well-Format verwendet. Die zu transfizierende Plasmid-DNA 

(Tabelle 8) und die entsprechende Menge Lipofectamin 2000 wurden entsprechend der 

Herstellerangaben (Tabelle 18) jeweils in getrennten Ansätzen in OptiMEM (Tabelle 5) gemischt. 

Als Kontrollen wurden Vektoren verwendet, die für kein Protein codieren (Leervektoren, LV). 

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die DNA- und die Lipofectamine-Ansätze vorsichtig 

gemischt und für weitere 20 min inkubiert. Von den Zellen wurde dann der Zellkulturüberstand 

entfernt und durch 800 µl (12-Well) bzw. 400 µl (24-Well) Infektionsmedium (Tabelle 5) ersetzt, 

welches ggf. 50 µM MI-1851 (Tabelle 14) enthielt. Die Lipofectamine-DNA-Gemische wurden 

tröpfchenweise zugegeben und die Zellen dann für 48 h inkubiert.  

Tabelle 18: Zusammensetzung eines Transfektionsansatzes 

Anwendung Format Zelllinie DNA-Ansatz Lipofectamin-Ansatz 

S-/HA-Spaltung 12-Well HeLa/HEK293 1,6 µg S/HA 

15 ng Protease 

in 100 µl 

4 µl 

in 100 µl 

Zell-Zell-Fusion 24-Well (DG) HeLa 0,8 µg S 

0,8 µg ACE2/DPP4 

15 ng Protease 

in 50 µl 

2 µl 

In 50 µl 

5.1.7. Zell-Viabilität-Assay 

Um potentiell zytotoxische Effekte von Inhibitoren zu untersuchen, wurde das CellTiter-Glo 

Luminescent Cell Viability Assay Kit (Tabelle 16) verwendet. Das Prinzip dieses Assays besteht 

darin, die Adenosintriphosphat (ATP)-Konzentration in Zelllysaten als Maßstab für die 

metabolische Aktivität relativ zu unbehandelten Zellen luminometrisch zu bestimmen. Dazu 

wurden Calu-3 Zellen (Tabelle 4) in 96-Well-Platten zu 100 % Konfluenz kultiviert (5.1.2). Um die 

Zytotoxizität des NF-κB-Inhibitors BAY 11-7821 (Tabelle 14) in Kombination mit der Flagellin-

Stimulation zu untersuchen, wurden die Zellen in Dreifachbestimmung für 1 h mit 10 µM des 

Inhibitors oder DMSO in Infektionsmedium (Tabelle 5) inkubiert und anschließend mit Flagellin 

(Tabelle 14) stimuliert (5.1.5). Nach 24 h erfolgte die Zelllyse und Substratzugabe nach 
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Herstellerangaben. Die Toxizität der Proteaseinhibitoren E64d, MI-1851 und Aprotinin allein 

oder in Kombination mit dem TMPRSS2-Inhibitor T-ex5 (Tabelle 14) wurde ermittelt, indem die 

Zellen ebenfalls in drei Replikaten für 24 h mit 25 µM T-ex5 in Infektionsmedium behandelt 

wurden (5.5.4) und anschließend für 24 bzw. 72 h in Anwesenheit von 50 µM der Inhibitoren 

bzw. DMSO inkubierten. Die Zellen wurden dann nach Herstellerangaben lysiert und das 

Substrat zugegeben. Die dreimalige Messung der Lumineszenz erfolgte in schwarzen 96-Well-

Platten im Synergy H1 Fluorimeter (Agilent Technologies), die Auswertung mithilfe der 

dazugehörigen BioTek Gen5 Software (Tabelle 17). Eine Viabilität von mindestens 80 % nach 

Inhibitorbehandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde als nicht-toxisch definiert. 

5.2. Mikrobiologische Arbeiten 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Infektionen mit S. pneumoniae wurden steril durchgeführt. 

E. coli wurden verwendet, um Plasmid-DNA zu vervielfältigen.  

5.2.1. Stimulierung von Calu-3 Zellen mit S. pneumoniae 

Die Arbeiten mit S. pneumoniae wurden von Jeff Bierwagen aus der AG Jung am Institut für 

Lungenforschung, Philipps-Universität Marburg, durchgeführt. Der verwendete S. pneumoniae 

Stamm R6x (Tabelle 6) wurde auf BD Columbia Agarplatten mit 5 % Schafsblut angezogen. Nach 

der Inkubation bei 37 °C über Nacht wurden die Bakterien in THY mit 0,5 % Hefeextrakt (Tabelle 

7) übertragen und bei 37 °C anwachsen gelassen. 

Um Calu-3 Zellen (Tabelle 4) mit S. pneumoniae zu inokulieren, wurden sie in 24-Well-Platten 

kultiviert (5.1.2). Die 100 % konfluenten Zellen wurden mit PBSdef (Tabelle 3) gewaschen. 

S. pneumoniae wurde in Antibiotika-freiem Infektionsmedium (Tabelle 5) verdünnt und die 

Zellen mit einer multiplicity of infection (MOI) von 0,5 in einem Volumen von 500 µl pro Well 

behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen wieder mit PBSdef gewaschen, dann 

resuspendiert und 1 min bei 500-1000 ×g zentrifugiert. Die Pellets wurden im Anschluss direkt 

für die Isolation von Gesamt-RNA (5.3.1) verwendet oder bei -20 °C gelagert. 

5.2.2. Transformation von Bakterien 

Um Plasmid-DNA für die transiente Expression von Proteinen (Tabelle 8, 5.1.6) in eukaryotischen 

Zellen zu vervielfältigen, wurden Rubidiumchlorid (RbCl2)-kompetente E. coli (Tabelle 6) 
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verwendet. Die Bakterien wurden dafür auf Eis aufgetaut, bevor 1 µg des betreffenden Plasmids 

zu 50 µl Bakteriensuspension gegeben wurde. Die Aufnahme der DNA wurde durch 1 min 

Hitzeschock bei 42 °C gewährleistet. Im Anschluss wurden die transformierten Bakterien für 

5 min auf Eis gekühlt und dann mit 500 µl LB-Medium (Tabelle 7) für 30 min bei 37 °C schüttelnd 

inkubiert. Daraufhin wurde die Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten (Tabelle 7) 

ausgestrichen. Die Agarplatten enthielten für die Selektion transformierter Klone das 

Antibiotikum, für dessen Resistenzgen das entsprechende Plasmid codierte. Die Bakterien 

wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert, so dass sichtbare Kolonien wachsen konnten, aus denen 

nachfolgend Plasmid-DNA isoliert und aufgereinigt wurde (5.2.3). 

5.2.3. Isolation und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli 

Größere Mengen Plasmid-DNA wurden generiert, indem zunächst E. coli (Tabelle 6) mit dem 

gewünschten Plasmid transformiert wurden (5.2.2). Sobald Kolonien gewachsen waren, wurde 

eine einzelne in 200 ml LB-Medium (Tabelle 7) überführt, welches das entsprechende 

Selektionsantibiotikum enthielt. Die Bakterien wurden über Nacht bei 37 °C und 200 rpm 

kultiviert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem E.Z.N.A. FastFilter Plasmid DNA 

Maxi Kit (Tabelle 16) entsprechend der Herstellerangaben nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. 

Dazu wurden die über Nacht kultivierten Bakterien bei 4000 ×g für 10 min bei 4 °C pelletiert und 

anschließend lysiert. Die im ersten Puffer enthaltene RNase A sorgte für die Degradation der 

RNA, während DNasen durch EDTA inhibiert wurden. Im zweiten Schritt wurden durch SDS und 

Natriumhydroxid die Zellmembranen zerstört und die DNA denaturiert. Das Lysat wurde mithilfe 

von Kaliumacetat neutralisiert und bakterielle Proteine präzipitiert. Dabei wurde die Plasmid-

DNA von der chromosomalen DNA getrennt, welche im Präzipitat verblieb. Die gelöste Plasmid-

DNA wurde bei hohem Salzgehalt an eine Silicagel-Membran gebunden, über verschiedene 

Waschschritte gereinigt und schließlich in 1,5 ml dH2O eluiert. Die Konzentration wurde anhand 

der UV-Absorption bestimmt (5.3.3). Aufgereinigte Plasmide wurden bei -20 °C gelagert. 

5.3. Molekularbiologische Methoden 

5.3.1. Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen 

Die Gesamt-RNA wurde aus stimulierten (5.1.5, 5.2.1) Zellen geerntet, um die mRNA-Expression 

verschiedener Gene mittels RT-qPCR (5.3.5) zu analysieren. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 

PBSdef (Tabelle 3) gewaschen und pelletiert. Frische oder bei -20 °C gelagerte Pellets wurden 
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nach den Herstellerangaben des Monarch Total RNA Miniprep Kits (Tabelle 16) behandelt. Die 

Elution der an eine Silicagelmembran gebundenen aufgereinigten RNA erfolgte in 40 µl dH2O. 

Die Konzentration wurde im Anschluss anhand der UV-Absorption gemessen (5.3.3). Isolierte 

RNA wurde bei -80 °C gelagert, um eine Degradation weitestgehend zu vermeiden. 

5.3.2. Isolation viraler RNA 

Virale RNA wurde isoliert, um die Identität eines frisch hergestellten Virus-Stocks (5.5.1) mittels 

RT-PCR (5.3.4) zu überprüfen. Dazu wurde der Zellkulturüberstand der infizierten Zellen 

herangezogen. Mithilfe des QIAmp Viral RNA Mini Kits (Tabelle 16) wurden entsprechend des 

Herstellerprotokolls die im Überstand enthaltenen Viruspartikel inaktiviert und zerstört. Die 

freigesetzte RNA wurde nach demselben Prinzip wie bei der Isolation zellulärer RNA (5.3.1) an 

Silicagelmembranen gebunden und über verschiedene Waschschritte aufgereinigt. Nach der 

Elution in 60 µl dH2O konnte die Konzentration über die UV-Absorption gemessen werden 

(5.3.3). Auch virale RNA wurde bei -80 °C gelagert. 

5.3.3. Bestimmung der RNA oder DNA-Konzentration mittels UV-

Absorption 

Die Konzentration von RNA und DNA in dH2O wurde basierend auf dem Lambert-Beer'schen 

Gesetz photometrisch am NanoPhotometer NP80 (Implen) bestimmt. Eine bei einer 

Wellenlänge von 260 nm gemessene optische Dichte (OD) von 1 entspricht einer RNA-

Konzentration von 40 ng/µl bzw. einer DNA-Konzentration von 50 ng/µl, so dass aus der OD bei 

260 nm (A260) die Konzentration berechnet werden konnte. Durch zusätzliche Messung der OD 

bei 280 nm (A280) wurde die Probe auf eine Proteinkontamination überprüft. Reste von 

Extraktionspuffern aus der Aufreinigung führten zu einer erhöhten Absorption bei 230 nm 

(A230), welche daher ebenfalls kontrolliert wurde. Das Verhältnis A260/A280 sollte bei ≥ 1,8 

und A260/A230 bei ≥ 2,0 liegen. 

5.3.4. Vervielfältigung von DNA durch PCR 

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden Fragmente 

doppelsträngiger DNA (dsDNA) vervielfältigt. Dazu werden spezifische Oligonukleotide (Primer) 

verwendet, die sich komplementär an die 3‘-Enden der beiden Einzelstränge der gewünschten 

DNA-Sequenz anlagern und dann als Ansatzpunkte für eine DNA-abhängige DNA-Polymerase 

dienen. In jedem Zyklus der PCR werden zunächst durch hohe Temperaturen die 
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Wasserstoffbrückenbindungen der DNA-Basen gelöst, wodurch die dsDNA denaturiert. 

Anschließend erfolgt die Hybridisierung der Primer an die DNA-Einzelstränge. Die DNA-

abhängige Polymerase kann daraufhin die Oligonukleotide elongieren, so dass dsDNA-

Fragmente der gewünschten Sequenz entstehen. In jedem Zyklus werden so die gewünschten 

DNA-Fragmente verdoppelt, es kommt also über mehrere Zyklen zur exponentiellen 

Amplifikation. Die Dauer und spezifische Temperatur der einzelnen Schritte sowie die Anzahl der 

Zyklen ist abhängig von den Eigenschaften der Primer, der verwendeten Polymerase und der 

Länge des zu amplifizierenden Fragments. 

5.3.4.1. Zweistufige RT-PCR 

Bei der reverse Transkription (RT)-PCR wird statt DNA RNA als Ausgangsmaterial verwendet. 

Diese muss von einer reversen Transkriptase in komplementäre DNA (complementary DNA, 

cDNA) umgeschrieben werden, die anschließend exponentiell amplifiziert wird. Für die 

Identifizierung neu hergestellter IAV-Stocks (5.5.1) anhand der HA-Sequenz wurde die RT-PCR in 

zwei Schritten durchgeführt. Die aus dem Überstand infizierter Zellen gewonnene virale RNA 

(5.3.2) wurde mithilfe des Omniskipt RT Kits (Tabelle 16) anhand des Herstellerprotokolls in 

cDNA umgeschrieben. Es wurden Uni-12 Primer genutzt, die an hochkonservierte Bereiche am 

3‘- und 5‘-Terminus aller IAV Gensegmente binden (Hoffmann et al. 2001). Die RNA und die 

Primer wurden in Nuklease-freiem H2O für 5 min bei 65 °C inkubiert, um etwaige 

Sekundärstrukturen zu lösen und ein effizientes Anlagern der Primer zu gewährleisten. 

Daraufhin wurden die reverse Transkriptase und der entsprechende Puffer sowie ein RNase-

Inhibitor zugegeben und die Reaktion im PCR-Cycler gestartet (Tabelle 19). 

Tabelle 19: Reaktionsansatz für die Reverse Transkription mit der Omniskript RT 

 Volumen  Zeit Temperatur 
RNA 1000 ng  60 min 37 °C 

10x Puffer 2 µl  4 C ∞ 

dNTPs (je 5 mM) 2 µl    

Uni-12 Primer 2 µl    

RiboLock RNase Inhibitor 1 µl    

Omniscript RT 1 µl    

Nuklease-freies H2O Ad 20 µl    

 

Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurde eine klassische PCR mit spezifischen Primern 

durchgeführt (Tabelle 13). Dazu wurde die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Tabelle 16) 

gemäß dem dazugehörigen Herstellerprotokoll verwendet (Tabelle 20). 
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Tabelle 20: Reaktionsansatz für eine PCR mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 

 Volumen  Zeit Temperatur 
cDNA 2,5 µl  30 sek 98 °C 

5x Puffer HF 5 µl 

38x 

10 sek 98 °C 

dNTPs (je 10 mM) 0,5 µl 30 sek 58 °C 

Vorwärts-Primer (10 µM) 1,25 µl 2 min 30 sek 72 °C 

Rückwärts-Primer (10 µM) 1,25 µl  10 min 72 °C 

Phusion 0,25 µl  ∞ 4 °C 

Nuklease-freies H2O Ad 25 µl    

5.3.4.2. Einstufige RT-PCR 

Mithilfe des One-Step RT-PCR Kits (Tabelle 16) können RT und PCR in einem einzigen 

Reaktionsansatz durchgeführt werden, da sowohl eine reverse Transkriptase als auch eine DNA-

abhängige DNA-Polymerase im Enzym-Mix vorhanden sind. Nach der RT wird die Reaktion 

erhitzt, so dass die reverse Transkriptase inaktiviert wird und stattdessen die hitzeaktivierte 

Polymerase aktiv wird. Neu hergestellte CoV-Stocks (5.5.1) wurden mithilfe der einstufigen 

RT-PCR anhand ihrer S-Sequenz identifiziert. Dazu wurde die aus virushaltigem 

Zellkulturüberstand isolierte RNA (5.3.2) nach Herstellerprotokoll mit dem im Kit enthaltenen 

Enzym-Mix, den entsprechenden Puffern und dNTPs im Überschuss versetzt. Außerdem wurden 

die spezifischen Sequenzierungsprimer (Tabelle 13) für die PCR beigefügt. Im PCR-Cycler wurde 

zunächst die reverse Transkription durchgeführt, worauf nahtlos die klassische PCR folgte 

(Tabelle 21). 

Tabelle 21: Reaktionsansatz für eine einstufige RT-PCR mit dem One-Step RT-PCR Kit 

 Volumen  Zeit Temperatur 
5x Puffer 5 µl  30 min 50 °C 

Enzym-Mix 1 µl  15 min 95 °C 

dNTPs (je 10 mM) 1-2 µl 

38 x 

30 sek 94 °C 

Vorwärts-Primer (10 µM) 1-1,5 µl 30 sek 52-57 °C 

Rückwärts-Primer (10 µM) 1-1,5 µl 1 min 30 sek 72 °C 

RNA 250 ng bzw. 3,5 µl  10 min 72 °C 

Nuklease-freies H2O Ad 25 µl  ∞ 4 °C 

5.3.5. Quantitative Real-time RT-PCR (RT-qPCR) 

Die RT-qPCR nutzt dasselbe Prinzip wie die einstufige RT-PCR (5.3.4.2). RNA wird zunächst in 

cDNA transkribiert und im Anschluss mithilfe spezifischer Primer von einer DNA-abhängigen 

DNA-Polymerase exponentiell amplifiziert. Um die Menge der gewünschten RNA in der 

ursprünglichen Probe relativ zu quantifizieren, wird ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, der nur 

Licht emittiert, wenn er in dsDNA interkaliert. Während der Amplifikation steigt daher die 
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messbare Fluoreszenz proportional zur Menge an dsDNA exponentiell an. In dieser Arbeit wurde 

das Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (Tabelle 16) nach Herstellerangaben verwendet. Die 

RNA wurde mit dem Reaktionsmix, der den Fluoreszenzfarbstoff sowie den Reaktionspuffer 

enthielt, und den spezifischen Primern (Tabelle 12) gemischt und anschließend mit dem Enzym-

Mix, der die RT und die DNA-abhängige DNA-Polymerase enthielt versetzt (Tabelle 22). Die 

Amplifikation erfolgte im StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) mit 

StepOne v2.1 Software (Tabelle 17).  

Um sicherzustellen, dass die Amplifikation spezifisch war, wurde im Anschluss an die PCR die 

Schmelztemperatur der entstandenen Produkte bestimmt. Dazu wurde die Temperatur 

schrittweise erhöht. Sobald die spezifische Schmelztemperatur eines PCR-Produkts erreicht war, 

denaturierte es, wodurch der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wurde und die messbare 

Fluoreszenz abrupt absank. So konnte kontrolliert werden, ob das gewünschte Produkt 

amplifiziert wurde oder ob Kontaminationen in der Probe vorhanden waren. 

Tabelle 22: Reaktionsansatz für eine RT-qPCR mit dem Luna One-Step RT-qPCR Kit 

 Volumen  Zeit Temperatur 
Luna Universal One-Step Reaction Mix (2x) 10 µl  10 min 55 °C 

Luna WarmStart® RT Enzyme Mix (20x) 1 µl  1 min 95 °C 

Vorwärts-Primer (10 µM) 0,8 µl 
40x 

15 sek 95 °C 

Rückwärts-Primer (10 µM) 0,8 µl 1 min 60 °C 

RNA 50-100 ng  Schmelzkurve: 

Nuklease-freies H2O Ad 20 µl  Je 15 sek 60 °C – 95 °C in 

0,3 °C Schritten 

 

Über den Zyklus, in dem die Fluoreszenz den Schwellenwert zwischen Hintergrundfluoreszenz 

und exponentieller Amplifikation überschreitet (Cycle threshold, Ct-Wert), können Rückschlüsse 

auf die relative Menge der gewünschten RNA gezogen werden. Je früher der Schwellenwert 

überschritten wird, d.h. je niedriger der Ct-Wert, desto mehr RNA war in der Ausgangsprobe 

vorhanden. So können beispielsweise Änderungen in der mRNA-Expression nach einer Infektion 

oder Stimulation gegenüber unbehandelten Zellen untersucht werden. Bei der Quantifizierung 

nach der 2-ΔΔCt-Methode wurde im ersten Schritt der Ct-Wert eines konstant exprimierten 

Haushaltsgens, hier α-Tubulin, vom Ct-Wert der Ziel-mRNA in derselben Probe abgezogen (ΔCt) 

(Livak und Schmittgen 2001). Daraufhin wurden die ΔCt-Werte auf eine unbehandelte Probe 

normalisiert (ΔΔCt). Schließlich wurde die x-fache Expression gegenüber der unbehandelten 

Probe berechnet (2^-ΔΔCt).  
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5.3.6. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im 

Agarosegel 

DNA-Fragmente wie z.B. PCR-Produkte (5.3.4) können elektrophoretisch nach ihrer Größe 

aufgetrennt werden, da DNA eine negative Ladung aufweist. Dazu wurden Agarosegele, deren 

Porengröße sich je nach Bedarf durch die Agarosekonzentration anpassen ließ, an ein 

elektrisches Feld angeschlossen. Kleinere DNA-Fragmente durchquerten die Gelporen in 

Richtung der Anode schneller als größere. Der Größenstandard QuickLoad 1 kb DNA Ladder 

(Tabelle 16) wurde mitgeführt, um die PCR-Produkte am Ende identifizieren zu können.  

In dieser Arbeit wurden Gele aus 0,8 % Agarose in 1x TAE-Puffer (Tabelle 3) verwendet. Die 

ausgehärteten Gele wurden mit je 5 µl der PCR-Produkte, versetzt mit 1 µl 6x Gel Loading Dye 

Purple, no SDS, um das Absinken in die Geltaschen zu gewährleisten, beladen. Die 

Elektrophorese wurde in 1x TAE-Puffer bei 120 V und 200 mA durchgeführt. Im Anschluss 

wurden die Gele für 30 min in einer GelGreen-Lösung angefärbt. GelGreen interkaliert in dsDNA 

und emittiert bei Anregung mit einer Wellenlänge von 470 nm Licht.  

5.3.7. Aufreinigung von DNA-Fragmenten 

Je nachdem, ob bei der elektrophoretischen Auftrennung eines PCR-Produkts (5.3.6) nur das 

gewünschte Fragment vorhanden war oder zusätzliche Banden auftraten, wurde die DNA 

entweder direkt aufgereinigt oder eine weitere Agarosegelelektrophorese mit anschließender 

Gelextraktion durchgeführt. Bei der direkten Aufreinigung der DNA aus dem PCR-Ansatz wurden 

Enzyme, Puffer, Salze und weitere Stoffe mithilfe des E.Z.N.A. Cycle Pure Kits (Tabelle 16) anhand 

der Herstellerangaben entfernt, um für nachfolgende Anwendungen möglichst reine DNA zu 

erhalten. Die DNA wurde dabei an eine Silicagelmembran gebunden und nach verschiedenen 

Waschschritten in 40 µl Nuklease-freiem H2O eluiert. Für die Extraktion eines DNA-Fragments 

aus einem Agarosegel wurde die gewünschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die 

Aufreinigung der DNA erfolgte dann mit dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Tabelle 16) nach dem 

Protokoll des Herstellers. Hierfür wurde zunächst das Gel aufgelöst und dann wie bereits 

beschrieben die DNA an eine Silicagelmembran gebunden, diese gewaschen und schließlich in 

40 µl Nuklease-freiem H2O eluiert.  

5.3.8. DNA-Sequenzierung 

Aufgereinigte PCR-Produkte (5.3.7) konnten im Anschluss mittels Sanger-Sequenzierung auf ihre 

Nukleotidsequenz untersucht werden. Dabei wird die Kettenabbruchmethode genutzt, bei der 
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in vier PCR-Ansätzen jeweils eines der dNTPs teilweise durch ein Didesoxy-NTP (ddNTP) ersetzt 

wird. Der Einbau der ddNTPs führt zum Abbruch der Elongation. Dadurch entstehen 

unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die jeweils ein bekanntes ddNTP am 5‘-Ende tragen. 

Durch anschließende elektrophoretische Auftrennung nach Größe kann die Nukleotidsequenz 

bestimmt werden. Für die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden 40-100 ng/µl DNA und 

3 pmol eines spezifischen Primers (Tabelle 13) als Ansatzpunkt für die Elongation in einem 

Gesamtvolumen von 15 µl in dH2O gemischt. Die Reaktion wurde von der Firma Microsynth 

Seqlab (Göttingen) durchgeführt.  

5.3.9. FRET-Assay 

Beim Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET)-Assay werden Peptidsubstrate verwendet, die 

an einem Ende ein Fluorophor und am anderen Ende einen Quencher enthalten. Fluoreszenz 

wird nur emittiert, wenn beide Komponenten sich nicht mehr in räumlicher Nähe befinden. Der 

Anstieg der detektierten Fluoreszenz kann deshalb zur Ermittlung der Spalteffizienz des 

jeweiligen Substrats durch eine vorhandene Protease herangezogen werden. 

Die hier verwendeten Substrate wurden von Luna C. Schmacke aus der AG Steinmetzer am 

Institut für Pharmazeutische Chemie, Philipps-Universität Marburg, mittels Festphasen-

Peptidsynthese hergestellt. Die enzymkinetische Messung wurde ebenfalls von Luna C. 

Schmacke durchgeführt. Dazu wurden 20 µl der Substrat-Lösung (190 µM in H2O) und 150 µl 

FRET-Puffer in schwarzen 96-Well-Platten gemischt. Im Spark Mikroplatten-Reader (Tecan) 

wurde nach Zugabe von 20 µl TMPRSS2-Lösung (0,114 nM Endkonzentration) und Anregung bei 

einer Wellenlänge von 320 nm alle 15 sek die Emission bei einer Wellenlänge von 430 nm 

gemessen (Heindl et al. 2024). Die Spalteffizienz wurde anhand der Steigungen der Kurven 

berechnet 

5.4. Proteinbiochemische Methoden 

5.4.1. Zelllyse und Vorbereitung für SDS-PAGE 

Um die Proteinexpression oder die Oberflächenglykoproteinspaltung mittels SDS-PAGE und 

Western Blot (5.4.2) zu analysieren, wurden infizierte (5.5.5), transfizierte (5.1.6) oder 

stimulierte (5.1.5, 5.2.1) Zellen pelletiert und anschließend lysiert, indem sie in 20 µl (24-Well) 

oder 40 µl (12-Well) Lysepuffer (Tabelle 3) resuspendiert wurden. Nach einer 30-minütigen 
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Inkubation auf Eis oder bei 4 °C wurde das Lysat bei 4 °C bei 8000 xg für 5 min oder falls CoV S 

nachgewiesen werden sollte bei 1500 xg für 3 min zentrifugiert. Das Lysat wurde in einem 

frischen Reaktionsgefäß mit 6x SDS-Probenpuffer (Tabelle 3) versetzt. Im Fall von unter BSL-4 

Bedingungen durchgeführten Infektionen mit SARS-CoV oder MERS-CoV wurde stattdessen 

4x SDS-Probenpuffer (Tabelle 3) verwendet. Wurde Zellkulturüberstand für die SDS-PAGE 

vorbereitet, wurde dieser direkt mit 6x oder 4x SDS-Probenpuffer versetzt, so dass eine 

1x Endkonzentration erreicht wurde. Die Proben wurden dann für 10-20 min bei 95 bzw. 100 °C 

(BSL-4) inkubiert, um Tertiär- und Sekundärstrukturen zu lösen. Das in beiden Probenpuffern 

enthaltene anionische SDS lagert sich an die Seitenketten der linearisierten Proteine an und 

versieht sie dadurch gleichmäßig mit negativer Ladung. Die Proteine konnten so im elektrischen 

Feld rein nach ihrer Größe aufgetrennt werden.  

5.4.2. SDS-PAGE und Western Blot 

Zur Auftrennung von Proteinen wurde in dieser Arbeit eine diskontinuierliche SDS-PAGE 

durchgeführt. Dabei passieren die linearisierten und gleichmäßig negativ geladenen Proteine 

zunächst ein Sammelgel mit 4 % Acrylamid (Tabelle 3). Hier werden die Proteinbanden fokussiert 

und es wird gewährleistet, dass alle Proteine gleichzeitig in das Trenngel eintreten. Im 

10-12 %-igen Polyacrylamidtrenngel (Tabelle 3) erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrer 

Größe. Je kleiner die Proteine, desto schneller bewegten sie sich durch das Gel in Richtung der 

Anode. Sollte die Trennschärfe größerer Proteine erhöht werden, wurde eine geringere 

Konzentration Polyacrylamid eingesetzt. 

Für die SDS-PAGE wurden je 15-20 µl der vorbereiteten Proben (5.4.1) auf ein Polyacryamidgel 

aufgetragen. Als Größenstandard dienten 3,5 µl der PAGE Ruler Plus Prestained Protein Ladder 

(Tabelle 16). Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in vertikalen Elektrophorese-

Kammern (Keutz) gefüllt mit 1x SDS-Laufpuffer (Tabelle 3) für 10 min bei 100 V und 400 mA, und 

dann für weitere ca. 60 min bei 130-135 V.  

Im Anschluss wurden die Proteine mittels semi-dry Western Blot aus dem Polyacrylamidgel auf 

eine PVDF-Membran übertragen. Die stark hydrophobe Membran wurde zunächst durch 

Inkubation in Methanol für ca. 5 min für die Bindung von Proteinen in wässriger Lösung aktiviert. 

Anschließend wurde sie in Transferpuffer (Tabelle 3) äquilibriert. In der Blotkammer, die aus 

zwei Graphitplatten besteht, die die Anode (unten) und die Kathode (oben) darstellen, wurde 

die Membran auf drei in Transferpuffer getränkte Blotpapiere gelegt. Darauf wurde das 

Polyacrylamidtrenngel platziert und von drei weiteren Blotpapieren bedeckt. Der 
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Proteintransfer entlang des elektrischen Felds wurde bei 2,5 mA/cm2 Membran für 70 min 

durchgeführt.  

Um spezifisch Proteine auf der PVDF-Membran nachzuweisen, mussten zunächst alle 

unspezifischen Proteinbindungsstellen abgesättigt werden. Die Membran wurde dafür min. 1 h 

in Western Blot Block-Puffer (Tabelle 3) inkubiert. Es folgte die Inkubation mit einem 

spezifischen Primärantikörper (Tabelle 10) in 1 ml Western Blot Block-Puffer pro Membran unter 

Parafilm über Nacht bei 4 °C. Danach wurde die Membran sechsmal mit Western Blot 

Waschpuffer (Tabelle 3) gewaschen. Ein speziesspezifischer HRP-gekoppelter 

Sekundärantikörper (Tabelle 11) wurde in 8 ml Western Blot Block-Puffer verdünnt und für 1 h 

bei RT auf dem Kipp-Schüttler mit der Membran inkubiert. Daraufhin wurde die Membran 

wieder gewaschen, bevor die Detektion der Proteine mithilfe der chemilumineszenten HRP-

Substrate SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat und SuperSignal West Femto 

Maximum Sensitivity Substrat folgte. Für die Detektion wurde ein ChemiDoc XRS+ Imaging 

System (Bio-Rad) und für die weitere Auswertung die Image Lab Software (Tabelle 17) genutzt. 

5.4.3. Immunhistochemische Färbung infizierter Zellen 

Bei der immunhistochemischen Färbung IAV infizierter Zellen (5.5.5) wurden gegen das 

konservierte IAV NP gerichtete spezifische Primär- und HRP-gekoppelte Sekundärantikörper 

verwendet (Tabelle 10, Tabelle 11). Die im 24-Well-Format kultivierten (5.1.2) und infizierten 

(5.5.5) Zellen wurden zunächst fixiert, indem sie mit 250-300 µl 4 % PFA (Tabelle 3) pro Well für 

min. 30 min bei 4 °C inkubiert wurden. Daraufhin wurden die Zellen mit 200 µl 0,3 % Triton-X-100 

(Tabelle 3) pro Well für 20 min permeabilisiert. Es folgte ein Waschschritt mit PBSdef (Tabelle 3), 

bevor unspezifische Bindungsstellen durch 1 h Inkubation mit ELISA-Puffer (Tabelle 3) blockiert 

wurden. Die Primärantikörperfärbung erfolgte in 150 µl ELISA-Puffer pro Well für 1,5 h auf dem 

Kippschüttler. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (Tabelle 3) wurden 150 µl pro Well 

ELISA-Puffer mit HRP-gekoppeltem Sekundärantikörper auf die Zellen gegeben und für 45 min 

bei RT auf dem Kippschüttler inkubiert. Die Zellen wurden wieder dreimal gewaschen. 

Anschließend wurden sie für 20 min mit TrueBlue Peroxidasesubstrat inkubiert, welches von der 

HRP zu einem blauen Farbstoff umgesetzt wird. Die Zellen wurden mit H2O gewaschen und die 

Blaufärbung nach dem Trocknen lichtmikroskopisch ausgewertet.  
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5.4.4. Indirekter immunologischer Nachweis von Proteinen durch 

Immunfluoreszenz 

Das Prinzip des immunologischen Nachweises von Proteinen durch Immunfluoreszenz ist 

dasselbe wie beim Western Blot (5.4.2) und bei der immunhistochemischen Färbung (5.4.3). Das 

Zielprotein wird von einem Primärantikörper (Tabelle 10) erkannt, der wiederum von einem 

speziesspezifischen Sekundärantikörper (Tabelle 11) gebunden wird. Dieser ist statt an HRP an 

ein Fluorochrom gekoppelt, welches bei Anregung mit entsprechenden Wellenlängen im 

Fluoreszenzmikroskop analysiert werden kann.  

Um transient exprimierte Proteine zu detektieren, wurden die auf kollagenisierten DG (5.1.1) 

kultivierten (5.1.2) und transfizierten (5.1.6) Zellen zunächst mit 250 µl Methanol-Aceton 

(Tabelle 3) pro Well für 15 min auf Eis fixiert. Eine Permeabilisierung war hier nicht notwendig, 

da bei der Fixierung mit Methanol-Aceton die Lipide aus den zellulären Membranen gelöst 

werden. Anschließend wurden unspezifische Proteinbindungsstellen über die min. einstündige 

Inkubation mit IF-Puffer (Tabelle 3) abgesättigt. Die Inkubation mit dem Primärantikörper 

erfolgte in 30 µl IF-Puffer pro DG für 1,5 h bei RT. Die DG wurden danach gründlich mit 

Waschpuffer (Tabelle 3) gewaschen. Die Inkubation mit dem ebenfalls in 30 µl IF-Puffer 

verdünnten Sekundärantikörper erfolgte im Dunkeln, um ein Ausbleichen des gekoppelten 

Fluorochroms zu vermeiden. Parallel wurden die Zellkerne mit DAPI gefärbt. Nach 1 h Inkubation 

bei RT wurden die Zellen auf den Deckgläschen wieder gewaschen, mit dH2O gespült und dann 

mit Fluoroshield auf Objektträgern fixiert. Bis zur Auswertung am Leica OMI6000 B 

Fluoreszenzmikroskop mit LAS X Software (Tabelle 17) wurden die Objektträger bei 4 °C gelagert. 

Für die weitere Bearbeitung der Bilder wurde die ImageJ 1.54f Software (Tabelle 17) verwendet.  

5.5. Virologische Methoden 

Alle Arbeiten mit infektiösem Virus wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 

Infektionen mit IAV rH1N1/1918, SARS-CoV und MERS-CoV wurden unter BSL-4-Bedingungen 

durchgeführt, alle Arbeiten mit anderen IAV im BSL-2-Bereich. Die Infektion mit SARS-CoV-2 

erfolgte unter BSL-3-Bedingungen. 

5.5.1. Anzucht von Virus-Stocks 

Um eukaryotische Zellen mit CoV oder IAV (Tabelle 9) zu infizieren, wurden zunächst Stocks der 

entsprechenden Viren vervielfältigt. Dazu wurden Calu-3 Zellen (SARS-CoV-2, SARS-CoV, 
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MERS-CoV, rH1N1/1918, rH17-SC35M) oder MDCKII Zellen (rH12-SC35M, H1N1pdm, rH3N2) in 

einer 75 cm2-Zellkulturflasche kultiviert (Tabelle 4, 5.1.2). Bei 100 % Konfluenz wurde das 

Medium entfernt und die Zellen dreimal mit PBSdef (Tabelle 3) gewaschen. Anschließend wurden 

die Zellen mit einer niedrigen MOI von 0,01-0,0001 in 3 ml Infektionsmedium (IAV) oder 

DMEM-0% (CoV) infiziert (Tabelle 5). Nach einer Stunde im Inkubator wurde das Inokulum 

entfernt und durch 15 ml Infektionsmedium bzw. DMEM-3% ersetzt und die Zellen weiter bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Bei der Stock-Anzucht auf MDCKII Zellen wurde 1 µg/ml TPCK-

behandeltes Trypsin (Tabelle 15) zugegeben, um die Virusaktivierung zu gewährleisten. Sobald 

ein deutlicher zytopathischer Effekt (cytopathic effect, CPE) zu erkennen war, typischerweise 

nach 48-72 h, wurde der virushaltige Zellkulturüberstand bei 4 °C für 10 min bei 1000 rpm 

zentrifugiert, um abgestorbene Zellen und weitere größere Partikel zu entfernen. Der zellfreie 

Überstand wurde anschließend in geeigneten Volumina aliquotiert und bei -80 °C (BSL-2, BSL-3) 

bzw. -192 °C (BSL-4) gelagert. Die Konzentration infektiöser Partikel wurde mittels Immun-

Plaque-Test (5.5.2) oder TCID50 Endpunkt-Titration (5.5.3) bestimmt. Die Identität des Virus 

wurde anhand des Oberflächenproteins S oder HA mittels Isolation viraler RNA (5.3.2) und 

anschließender RT-PCR (5.3.4) und Sequenzierung (5.3.8) bestätigt. 

5.5.2. Titration mittels Immun-Plaque-Test 

Die meisten IAV verursachen in MDCKII Zellen in Anwesenheit exogenen Trypsins eine lytische 

Infektion. Dies wird im Plaque-Test ausgenutzt, um die Konzentration infektiöser Partikel in 

einer virushaltigen Lösung, z.B. im Überstand infizierter Zellen (5.5.5), zu bestimmen. Die zu 

untersuchenden Überstände wurden dafür in Infektionsmedium (Tabelle 5) bis zu einer 

Verdünnungsstufe von 10-6 seriell 1:10 verdünnt. MDCKII Zellen (Tabelle 4) wurden im 24-Well-

Format bis zu 90-100 % Konfluenz kultiviert (5.1.2). Dann wurde das Wachstumsmedium 

entfernt und die Zellen mit 100 µl der verschiedenen Virusverdünnungen infiziert. Nach 1 h bei 

37 °C und 5 % CO2 wurde das Inokulum abgenommen und die Zellen mit halbfestem Avicel-

Medium (Tabelle 5) überschichtet. Dieses wurde mit 1 µg/ml exogenem Trypsin (Tabelle 15) 

versetzt, um eine effiziente Virusaktivierung zu gewährleisten. Durch die Viskosität des 

Überschichtungsmediums können freigesetzte Viren nur benachbarte Zellen infizieren was 

durch den lytischen Infektionsverlauf zur Bildung von Löchern in der Zellschicht, sogenannten 

„Plaques“ führt. Jeder Plaque repräsentiert ein infektiöses Partikel. Nach 48 h Inkubation wurde 

das Medium durch rigoroses Waschen mit PBSdef (Tabelle 3) entfernt. Die Zellen wurden mit 

4 % PFA (Tabelle 3) fixiert und eine immunhistochemische Färbung des IAV NP durchgeführt 
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(5.4.3). Die dadurch blau umrandeten Plaques wurden gezählt und über die Verdünnungsstufe 

die Konzentration infektiöser Partikel im Ausgangsmaterial bestimmt:  

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑃𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑠 × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 × 10 = 𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑘𝑡𝑖ö𝑠𝑒𝑟 𝑃𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘𝑒𝑙 [
𝑝𝑓𝑢

𝑚𝑙
] 

5.5.3. TCID50 Endpunkt-Titration 

Alternativ zum Plaque-Test (5.5.2) kann die Konzentration viraler Partikel mittels tissue culture 

infectious dose 50 % (TCID50) Endpunkt-Titration ermittelt werden. Dabei wird die 

Verdünnungsstufe bestimmt, bei der die Hälfte der infizierten Zellen einen virusspezifischen CPE 

aufweisen. Diese Methode wurde für die CoV und rH1N1/1918 (Tabelle 9) angewendet, mit 

denen unter BSL-3- oder BSL-4-Bedingungen gearbeitet wurde. Hierfür wurden Calu-3 Zellen 

(Tabelle 4) im 96-Well Format kultiviert bis sie 100 % Konfluenz erreichten (5.1.2). Dann erfolgte 

ein Mediumwechsel zu 160 µl pro Well DMEM-3% (CoV) bzw. Infektionsmedium (IAV) (Tabelle 

5). Die zu untersuchenden Virusüberstände wurden direkt auf den Zellen seriell 1:5 verdünnt bis 

zu einer Verdünnungsstufe von 5-11. Im Fall von SARS-CoV-2 wurden die Überstände in einer 

separaten 96-Well-Platte seriell verdünnt und dann je 100 µl der Verdünnungen auf Calu-3 

Zellen in 100 µl DMEM-0 % übertragen. Wenn nötig, wurden die Proben zuvor bereits in 

entsprechendem Medium vorverdünnt. Jede Probe wurde in Vierfach-, Virus-Stocks (5.5.1) in 

Achtfachbestimmung analysiert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, bis ein 

deutlicher CPE zu erkennen war. Dann wurde jeweils die letzte Verdünnungsstufe, bei der noch 

CPE vorhanden war bestimmt und daraus mithilfe des Spearman und Kärber Algorithmus die 

Viruskonzentration in TCID50/ml berechnet (Hierholzer und Killington 1996). Dabei entspricht 

1 TCID50/ml ungefähr 0,69 pfu/ml. 

5.5.4. Behandlung mit T-ex5 

In dieser Arbeit wurde der TMPRSS2-spezifische Antisense-Inhibitor T-ex5 (Tabelle 14) 

verwendet, um den Einfluss von TMPRSS2 auf die virale Replikation und die 

Oberflächenglykoprotein-Spaltung verschiedener IAV und CoV zu untersuchen. Für die 

Behandlung mit T-ex5 wurden Calu-3 Zellen (Tabelle 4) im 24- oder 12-Well Format kultiviert 

(5.1.2) und bei 100 % Konfluenz mit PBSdef (Tabelle 3) gewaschen. Anschließend wurden 25 µM 

des Inhibitors in Infektionsmedium (Tabelle 5) auf die Zellen gegeben. Nach 24 h lag der Großteil 

der TMPRSS2-mRNA trunkiert vor (Limburg et al. 2019), und die Zellen konnten infiziert werden 

(5.5.5). 
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5.5.5. Infektion eukaryotischer Zellen mit IAV oder CoV 

Für die Infektion mit verschiedenen IAV oder CoV (Tabelle 9) wurden Zellen im 24- oder 12-Well 

Format kultiviert (5.1.2). Nach einer eventuellen Stimulierung mit Flagellin (5.1.6) oder 

Behandlung mit T-ex5 (5.5.4) wurden die Zellen mit PBSdef (Tabelle 3) gewaschen und dann mit 

IAV oder CoV infiziert. Die Virus-Stocks (5.5.1) wurden dafür entsprechend der gewünschten 

MOI in Infektionsmedium (IAV) oder DMEM-0 % (CoV) verdünnt (Tabelle 5) und 250 µL (24-Well) 

bzw. 500 µl (12-Well) davon auf die Zellen gegeben. Nach 1 h wurde das Inokulum abgenommen 

und nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBSdef durch frisches Infektionsmedium oder 

DMEM-3 % ersetzt. Ggf. wurden hier 50 µM der Proteaseinhibitoren E64d, MI-1851, MI-1148, 

Aprotinin oder BAPA, 40 µg/ml Doxycyclin (Tabelle 14) oder 0,5 µg/ml exogenes Trypsin (Tabelle 

15) zugegeben, um den Einfluss auf die Oberflächenglykoproteinaktivierung zu untersuchen. Für 

eine Wachstumskinetik wurden zu verschiedenen Zeitpunkten bis zu 72 h nach der Infektion 

(post infection, p.i.) je 10 % des ursprünglichen Zellkulturüberstands abgenommen und im 

Immun-Plaque-Test (5.5.2) oder einer TCID50 Endpunkt-Titration (5.5.3) titriert. Am Ende 

konnten die Zellen für eine SDS-PAGE geerntet (5.4.1, 5.4.2) oder immunhistochemisch gefärbt 

(5.4.3) werden. Wurden die Zellen mit einer hohen MOI von 1 infiziert, wurden sie bereits nach 

24 h geerntet (5.4.1). Zusätzlich wurde ggf. der Zellkulturüberstand der infizierten Zellen 

abgenommen. 
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6. Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde die Rolle von TMPRSS2 als virusaktivierende Protease für IAV und CoV 

und darüber hinaus untersucht. Zuerst wurde die Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-

Expression durch bakterielle Faktoren und die potentiellen Auswirkungen auf die virale 

Replikation von IAV und CoV in humanen Atemwegsepithelzellen genauer beleuchtet. Im 

zweiten Teil wurde die S-Spaltung durch TMPRSS2 und die Proteasenutzung der zoonotischen 

CoV SARS-CoV und MERS-CoV verglichen. Zuletzt wurde außerdem die TMPRSS2-Abhängigkeit 

von rH1N1/1918 sowie der HA-Subtypen H12 und H17 analysiert. 

6.1. Hochregulation von TMPRSS2 in humanen 

Atemwegszellen durch bakterielle Komponenten  

TMPRSS2 wurde als Hauptaktivierungsprotease von IAV mit monobasischer HA-Spaltstelle 

identifiziert (Limburg et al. 2019; Bestle et al. 2021). Darüber hinaus ist sie essentiell für die 

Spaltung des SARS-CoV-2 S (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b). Bakterielle Koinfektionen 

gehören zu den häufigsten Komplikationen bei viralen Atemwegserkrankungen wie Influenza 

und COVID-19 (Chertow und Memoli 2013; Mirzaei et al. 2020). Es ist bekannt, dass dabei nicht 

nur die virale Infektion verbesserte Bedingungen für die bakteriellen Erreger schafft, sondern 

auch respiratorische Bakterien auf vielfältige Weise zu einer verstärkten viralen Replikation 

beitragen können (Lalbiaktluangi et al. 2023). Beispielsweise können koinfizierende Bakterien 

die IAV HA-Spaltung begünstigen, indem sie selbst Aktivierungsproteasen bereitstellen oder 

Wirtsproteasen aktivieren (Tashiro et al. 1987b; Scheiblauer et al. 1992). 

Dieser Arbeit vorausgehende Untersuchungen beobachteten interessanterweise, dass die 

Stimulation humaner Atemwegsepithelzellen der Zelllinie Calu-3 mit L. pneumophila zur 

Hochregulation der mRNA-Expression der virusaktivierenden Serinprotease TMPRSS2 führte 

(Schwerdtner et al. 2023). Durch Verwendung einer Flagellin-defizienten Mutante und 

aufgereinigten Flagellins konnte der TLR5-Ligand als die hauptverantwortliche Komponente 

identifiziert werden. Zusätzlich zu Flagellin führten auch die Stimulation mit dem TLR4-Liganden 

LPS sowie dem synthetischen TLR1/TLR2-Liganden Pam3Cys zu einer signifikanten Erhöhung der 

TMPRSS2-mRNA-Expression. Neben der TMPRSS2-mRNA waren die Expressionslevel der 

TMPRSS13-mRNA, nicht jedoch der TMPRSS4-, Kallikrein 5 (KLK5)- und Matriptase-mRNA leicht, 

aber signifikant erhöht, wenn die Zellen für 24 h mit Flagellin stimuliert wurden. Bezüglich der 
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möglicherweise involvierten Signalwege gab es Hinweise darauf, dass die MAPK p38- und in 

geringerem Ausmaß auch die extracellular signal-regulated kinases (ERK)-vermittelte 

Signaltransduktion eine Rolle spielen. Außerdem wurde beobachtet, dass die TMPRSS2-mRNA-

Expression in Calu-3 Zellen bereits 4 h nach der Stimulation mit Flagellin einen ersten Höhepunkt 

erreichte. Im Anschluss näherte sich die Expression wieder dem basalen Level an. Nach 24 h und 

32 h waren die Expressionslevel im Vergleich zu unbehandelten Zellen erneut deutlich erhöht. 

Der durch diese Daten implizierte Zusammenhang zwischen der Stimulation humaner 

Atemwegsepithelzellen mit bakteriellen Bestandteilen und der Expression einer der wichtigsten 

virusaktivierenden Wirtsproteasen beschreibt einen neuen Mechanismus der Kooperation 

bakterieller und viraler Pathogene in den humanen Atemwegen. Darüber hinaus lieferten die 

Beobachtungen Hinweise auf die bislang unbekannte physiologische Funktion von TMPRSS2 in 

der angeborenen Immunantwort auf bakterielle Erreger. TMPRSS2-KO-Mäuse zeigen keinen 

erkennbaren Phänotyp, was auf eine redundante oder spezialisierte Funktion hinweist, 

beispielsweise im Kontext von Infektionen (Kim et al. 2006). Interessanterweise beobachteten 

schon Iwata-Yoshikawa et al., dass die Zytokinausschüttung nach Stimulation mit einem TLR3-

Liganden in TMPRSS2-KO-Mäusen reduziert war, was auf einen Zusammenhang von TMPRSS2 

mit der Immunantwort hindeutete (Iwata-Yoshikawa et al. 2019). In dieser Arbeit wurden daher 

auf den beschriebenen Erkenntnissen aufbauende Untersuchungen durchgeführt.  

6.1.1. TMPRSS2-mRNA-Expression in Calu-3 Zellen nach Stimulation mit 

dem nicht-flagellierten Bakterium S. pneumoniae 

Zuvor wurde gezeigt, dass das Bakterium L. pneumophila und insbesondere Flagellin, 

Hauptbestandteil des bakteriellen Flagellums, eine Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-

Expression in Calu-3 Zellen bewirken konnten (Schwerdtner et al. 2023). Allerdings stellen 

Koinfektionen mit respiratorischen Viren und L. pneumophila eher die Ausnahme dar, auch 

wenn die Dunkelziffer möglicherweise höher ist (Rizzo et al. 2010). In den meisten Fällen handelt 

es sich bei den koinfizierenden Bakterien um nicht-flagellierte Kommensale des 

Respirationstrakts (Chertow und Memoli 2013). Die vorhergehenden Untersuchungen mit den 

TLR-Liganden LPS und Pam3Cys deuteten bereits an, dass eine Hochregulation der TMPRSS2-

mRNA-Expression auch unabhängig von Flagellin durch andere Bestandteile der bakteriellen 

Hülle erfolgen kann. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob eine Stimulation der Calu-3 

Zellen mit dem bei Influenzapatient*innen am häufigsten identifizierten koinfizierenden 

Bakterium, S. pneumoniae, ebenfalls eine erhöhte mRNA-Expression von TMPRSS2 vermittelt 

(Klein et al. 2016). S. pneumoniae enthält kein Flagellin, aber Lipoteichonsäure (lipoteichoic acid, 
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LTA), einen TLR2-Liganden ähnlich zu Pam3Cys. Konfluente Calu-3 Zellen wurden bei einer MOI 

von 0,5 mit S. pneumoniae inokuliert (5.2.1). Nach 24 h wurde die gesamte RNA aus den Zellen 

isoliert (5.3.1) und mittels RT-qPCR die mRNA-Expression von TMPRSS2 und IL-6 analysiert 

(5.3.5). Die mRNA-Expression von IL-6 diente dabei als Kontrolle für eine erfolgreiche Induktion 

der Immunantwort und war dementsprechend in Anwesenheit von S. pneumoniae ca. zehnfach 

erhöht (Abbildung 9). Die Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-Expression um das Zweifache fiel 

geringer aus als bei der Stimulation mit L. pneumophila (Schwerdtner et al. 2023), war aber 

signifikant. Auch nicht-flagellierte Bakterien könnten demnach zu einer verstärkten TMPRSS2-

mRNA-Expression im humanen Atemwegsepithel beitragen. 

 

Abbildung 9: mRNA-Expression von TMPRSS2 und IL-6 nach Stimulation mit S. pneumoniae.  

Calu-3 Zellen wurden mit einer MOI von 0,5 mit S. pneumoniae inokuliert. Nach 24 h wurde die Gesamt-
RNA aus den Zellen isoliert. Mittels RT-qPCR mit TMPRSS2- und IL-6-spezifischen Primern wurden die 
mRNA-Expressionslevel bestimmt. Die Expression wurde auf Tubulin normalisiert und in Relation zu 
unbehandelten Zellen gesetzt. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Replikaten + 
Standardabweichung (STABW). Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test mit den ΔCt-Werten 
durchgeführt, * P<0,05, *** P<0,001. 

6.1.2. Rolle von NF-κB bei der Flagellin-vermittelten TMPRSS2-mRNA-

Hochregulation in Calu-3 Zellen 

Eine Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-Expression in Calu-3 Zellen wurde nach Stimulation 

mit Flagellin, LPS und Pam3Cys beobachtet. Bei allen drei Faktoren handelt es sich um Liganden 

von TLRs, genauer TLR5, TLR4 und TLR1/TLR2. Diese TLRs haben gemeinsam, dass die sich an die 

Ligandenbindung anschließende Signaltransduktion durch MyD88 vermittelt wird. 

Klassischerweise werden darauffolgend die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB aktiviert, 

wodurch die Transkription proinflammatorischer Zytokine initiiert wird (Kawasaki und Kawai 

2014). In vorhergehenden Versuchen wurde bereits gezeigt, dass die Flagellin-vermittelte 

Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-Expression in Calu-3 Zellen in Anwesenheit eines p38-

Inhibitors um ca. die Hälfte reduziert war, was für eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors 
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AP-1 sprach, welcher über den MAPK-Signalweg aktiviert wird (Schwerdtner et al. 2023). Die 

Reduktion war allerdings nicht signifikant, und auch eine Inhibierung der MAPK ERK brachte 

keinen deutlicheren Effekt. In dieser Arbeit wurde daher ergänzend untersucht, ob NF-κB eine 

Rolle bei der Regulation der mRNA-Expression von TMPRSS2 spielt. Dazu wurden Calu-3 Zellen 

vor der 24-stündigen Flagellin-Stimulation für 1 h mit 10 µM NF-κB-Inhibitor (BAY 11-7821) oder 

DMSO als Vehikelkontrolle behandelt (5.1.5). Zunächst wurde überprüft, ob es durch die 

Inhibitorbehandlung zu einem zytotoxischen Effekt kam. Dazu wurden die Zellen nach 24 h 

lysiert und die Viabilität anhand der relativen ATP-Konzentration bestimmt (5.1.7). Die 

Behandlung mit BAY 11-7821 zeigte keine Beeinträchtigung der Zell-Viabilität im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen (Abbildung 10A).  

 

Abbildung 10: Inhibierung von NF-κB während der Stimulation von Calu-3 Zellen mit Flagellin.  

Calu-3 Zellen wurden mit 10 µM BAY 11-7821 oder mit DMSO als Vehikelkontrolle behandelt und nach 
einer Stunde mit 200 ng/ml Flagellin stimuliert. (A) Nach 24 h wurde ein Zell-Viabilität-Assay durchgeführt. 
Die Viabilität unbehandelter Zellen diente als Kontrolle. Gezeigt ist der Mittelwert + STABW aus zwei 
technischen Replikaten. (B) Alternativ wurde nach 24 h die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, um mit 
spezifischen Primern in der RT-qPCR die TMPRSS2- und IL-6-mRNA-Expression zu analysieren. Die 
Expression wurde auf Tubulin normalisiert und ist relativ zu unbehandelten Zellen dargestellt. Es handelt 
sich um die Mittelwerte + STABW aus vier unabhängigen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte 
mithilfe einer einfaktoriellen ANOVA der ΔCt-Werte und Šidaks Korrektur für multiples Testen. ns=nicht 
signifikant, **P<0,01, ***P<0,001. 

Als nächstes wurde aus stimulierten und mit Inhibitor behandelten Calu-3 Zellen die Gesamt-

RNA isoliert (5.3.1) und in einer RT-qPCR die mRNA-Expression von TMPRSS2 und IL-6 ermittelt 

(5.3.5). Es zeigte sich, dass der Effekt der Flagellin-Stimulation auf die TMPRSS2-mRNA-

Expression in Anwesenheit des NF-κB-Inhibitors signifikant reduziert war (Abbildung 10B). Dies 
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deutet darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB in die Regulation der TMPRSS2-

Expression im Rahmen der angeborenen Immunantwort der respiratorischen Epithelzellen 

involviert ist.  

6.1.3. Flagellin-induzierte TMPRSS2-Hochregulation auf Proteinebene 

und in primären HBEC 

Die bisher beobachtete Hochregulation von TMPRSS2 in Calu-3 Zellen nach Stimulation mit 

Bakterien oder verschiedenen TLR-Liganden wurde auf der Ebene der mRNA-Expression 

untersucht. Um Schlüsse für die tatsächliche Relevanz dieses Mechanismus während einer viral-

bakteriellen Koinfektion zu ziehen, war es daher unerlässlich, zu überprüfen, ob sich der Anstieg 

der mRNA-Expressions-Level in einer erhöhten Proteinexpression widerspiegelt. Hierfür wurden 

Calu-3 Zellen für 24 h mit 200 ng/ml Flagellin stimuliert (5.1.5). Nach der anschließenden Ernte 

wurden die Zellen lysiert (5.4.1) und eine SDS-PAGE und ein Western Blot durchgeführt (5.4.2). 

Mithilfe eines TMPRSS2-spezifischen Primärantikörpers und eines speziesspezifischen HRP-

gekoppelten Sekundärantikörpers konnte eine verstärkte Proteinexpression von TMPRSS2 in 

Calu-3 Zellen nach Flagellin-Stimulation nachgewiesen werden (Abbildung 11A).  

Calu-3 Zellen sind als geeignetes Modellsystem für Infektionen mit IAV und anderen 

respiratorischen Viren etabliert (Laporte et al. 2019; Limburg et al. 2019; Bestle et al. 2020). 

Nichtsdestotrotz handelt es sich um eine Zelllinie, die aus einem Adenokarzinom generiert 

wurde und die sich daher deutlich von der in vivo Situation unterscheiden könnte. Um Hinweise 

darauf zu bekommen, ob der beobachtete Mechanismus der Hochregulation der TMPRSS2-

mRNA-Expression in den humanen Atemwegen tatsächlich eine Rolle im Kontext viral-

bakterieller Koinfektionen spielen könnte, wurden primäre HBEC herangezogen. Die primären 

Zellen wurden aus gesunden Spendern isoliert und bilden daher ein geeignetes Modellsystem 

für den humanen Respirationstrakt. Auch in diesen Zellen wurde bereits gezeigt, dass TMPRSS2 

die Hauptaktivierungsprotease für IAV mit monobasischer HA-Spaltstelle ist (Limburg et al. 

2019). Wie zuvor die Calu-3 Zellen, wurden die HBEC mit 200 ng/ml Flagellin behandelt (5.1.5). 

Zusätzlich wurde eine fünffach größere Menge (1 µg/ml) verwendet, um eine robuste IL-6 

Hochregulation zu gewährleisten. Nach 24 h zeigte sich jedoch in der RT-qPCR (5.3.5), dass 

weder IL-6-, noch TMPRSS2-mRNA vermehrt exprimiert wurden (Abbildung 11B). Da in den 

Calu-3 Zellen zuvor beobachtet wurde, dass die IL-6-mRNA-Expression bereits 4 h nach 

Stimulation einen Höhepunkt erreichte (Schwerdtner et al. 2023), wurden die Expressionslevel 

von IL-6 und TMPRSS2 auch nach 4 h mittels RT-qPCR analysiert (5.3.5). Tatsächlich war die 

TMPRSS2-mRNA-Expression 4 h nach der Stimulation in Abhängigkeit von der 
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Flagellinkonzentration signifikant erhöht. Demnach lässt sich auch in HBECs, den relevanten 

Zielzellen von IAV- und CoV-Infektionen im humanen Respirationstrakt, eine Flagellin-

vermittelte Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-Expression beobachten. 

 

Abbildung 11: Flagellin-vermittelte TMPRSS2-Hochregulation in humanen Atemwegsepithelzellen.  

(A) Calu-3 Zellen wurden für 24 h mit 200 ng/ml Flagellin stimuliert. Anschließend wurden die Zellen lysiert 
und die TMPRSS2-Expression mittels SDS-PAGE und Western Blot mit einem TMPRSS2-spezifischen 
Antikörper analysiert. β-Aktin wurde als Ladekontrolle angefärbt. (B) Primäre HBEC wurden mit 200 ng/ml 
oder 1 µg/ml Flagellin stimuliert. Nach 4 h oder 24 h wurde die gesamte RNA isoliert und in der RT-qPCR 
mit spezifischen Primern die mRNA-Expression von TMPRSS2 und IL-6 relativ zu unbehandelten Zellen 
untersucht. Gezeigt ist der Mittelwert + STABW aus drei unabhängigen Experimenten. Für die statistische 
Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA, gefolgt von Šidaks Korrektur für multiples Testen mit den 
ΔCt-Werten durchgeführt. ns=nicht signifikant, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. 

6.1.4. Virale Replikation von IAV und SARS-CoV-2 in Flagellin-

stimulierten Calu-3 Zellen 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die mRNA-Expression von TMPRSS2 in humanen 

Atemwegszellen nach der Stimulation mit bakteriellen Faktoren, insbesondere mit Flagellin, 

hochreguliert ist. Da auch eine verstärkte Proteinexpression beobachtet wurde (Abbildung 11A), 

könnte dieser Effekt zur verbesserten Aktivierung von TMPRSS2-abhängigen viralen 

Oberflächenproteinen wie IAV HA führen. Um dies zu untersuchen, wurden Calu-3 Zellen mit 

200 ng/ml Flagellin behandelt (5.1.5). Nach 24 h wurden die Zellen mit einer niedrigen MOI mit 

H1N1pdm oder rH3N2, beides humane IAV deren HA eine monobasische Spaltstelle trägt, für 

eine Stunde infiziert und anschließend inkubiert (5.5.5). Als Positivkontrolle für eine effiziente 

HA-Aktivierung wurden infizierte Zellen nach dem Entfernen des Inokulums mit exogenem 

Trypsin behandelt. Unbehandelte infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Nach 16, 24 und 

48 h wurden Zellkulturüberstände gesammelt. Die viralen Titer wurden mittels Immun-Plaque-

Test ermittelt (5.5.2). Es zeigte sich, dass die Vorbehandlung mit Flagellin und die daraus 
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resultierende erhöhte TMPRSS2-Expression keinen signifikanten Einfluss auf die virale 

Replikation von H1N1pdm und rH3N2 hatte (Abbildung 12A). Nichtsdestotrotz war in Flagellin-

behandelten Zellen ein bis zu 3,4-facher Anstieg der viralen Replikation von H1N1pdm und ein 

bis zu 4,7-facher Anstieg der rH3N2 Titer zu verzeichnen. Auch die Inkubation in Gegenwart 

exogenen Trypsins führte lediglich zu frühen Zeitpunkten zu zweifach erhöhten viralen Titern. 

Um die HA-Spaltung direkt zu untersuchen, wurden mit Flagellin vorstimulierte (5.1.5) und mit 

H1N1pdm oder rH3N2 infizierte (5.5.5) Calu-3 Zellen 48 h nach der Infektion geerntet und lysiert 

(5.4.1). Zellen, die nach der Infektion in Anwesenheit exogenen Trypsins inkubiert wurden, 

dienten auch hier als Positivkontrolle. Nach der anschließenden SDS-PAGE und einem Western 

Blot (5.4.2) konnte mithilfe H1- bzw. H3-spezifischer Antikörper gezeigt werden, dass sowohl die 

Zugabe von Trypsin als auch die Vorstimulation mit Flagellin zu einer verbesserten HA-Spaltung 

im Vergleich zu unbehandelten Zellen führte (Abbildung 12B). In allen Fällen wurde eine große 

Menge an ungespaltenem HA0 detektiert, was mit den Ergebnissen früherer Studien in Einklang 

steht (Bertram et al. 2010; Böttcher-Friebertshäuser et al. 2011; Harbig et al. 2020).  

TMPRSS2 ist nicht nur für das HA von IAV, sondern auch für eine Reihe weiterer viraler 

Oberflächenglykoproteine als wichtige Wirtsprotease beschrieben. So konnte gezeigt werden, 

dass sie im Zusammenspiel mit Furin für die proteolytische Aktivierung und erfolgreiche 

Replikation von SARS-CoV-2 S in humanen Atemwegsepithelzellen essentiell ist (Bestle et al. 

2020; Hoffmann et al. 2020b). Es wurde daher untersucht, ob die Flagellin-vermittelte TMPRSS2-

Hochregulation einen Einfluss auf die virale Replikation von SARS-CoV-2 hat. Dazu wurden Calu-3 

Zellen mit 100 bzw. 200 ng/ml Flagellin stimuliert (5.1.5). Nach 24 h wurden die Zellen mit einer 

niedrigen MOI mit SARS-CoV-2 infiziert (5.5.5). Eine Stunde später wurde das Inokulum 

abgenommen und die infizierten Zellen weiter inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurde Zellkulturüberstand gesammelt, in dem die viralen Titer im Anschluss per TCID50 

Endpunkt-Titration ermittelt wurden (5.5.3). Wie auch schon bei den IAV H1N1pdm und rH3N2 

zeigte sich, dass die Flagellin-Vorstimulation keinen signifikanten Einfluss auf die virale 

Replikation hatte (Abbildung 12C). Die viralen Titer waren lediglich zu frühen Zeitpunkten 

ca. zweifach erhöht.  
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Abbildung 12: Replikation von IAV und SARS-CoV-2 in Flagellin-behandelten Calu-3 Zellen.  

(A) Calu-3 Zellen wurden mit 200 ng/ml Flagellin für 24 h vorbehandelt und anschließend mit H1N1pdm 
oder rH3N2 mit einer niedrigen MOI von 0,001 infiziert. Die infizierten Zellen wurden in An- oder 
Abwesenheit von 0,5 µg/ml Trypsin für 48 h inkubiert. Nach 16, 24 und 48 h wurden die viralen Titer im 
Überstand mittels Immun-Plaque-Test bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + STABW aus 3-4 
unabhängigen Experimenten. (B) Calu-3 Zellen wurden wie in (A) mit Flagellin behandelt, mit H1N1pdm 
oder rH3N2 infiziert und in An- oder Abwesenheit von Trypsin inkubiert. Nach 48 h erfolgte die Zelllyse 
und eine SDS-PAGE. Für die Western Blot Analyse wurden H1- bzw. H3-spezifische Antikörper genutzt. 
β-Aktin diente als Ladekontrolle. (C) Mit 100 ng/ml oder 200 ng/ml Flagellin für 24 h vorbehandelte Calu-3 
Zellen wurden mit SARS-CoV-2 bei einer MOI von 0,00001 infiziert. Die viralen Titer wurden zu den 
angegebenen Zeitpunkten mittels TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt. Zu sehen ist der Mittelwert + 
STABW aus drei unabhängigen Replikaten. Die gestrichelten Linien repräsentieren jeweils das 
Detektionslimit des Immun-Plaque-Tests bzw. der TCID50 Titration. Die statistische Auswertung erfolgte 
mithilfe einer einfaktoriellen ANOVA und Šidaks Korrektur für multiples Testen. ns=nicht signifikant. 

6.1.5. mRNA-Expression weiterer Wirtsfaktoren in Calu-3 Zellen nach 

Stimulation mit Flagellin 

Die verstärkte TMPRSS2-Expression in Calu-3 Zellen nach der Stimulation mit Flagellin hat nur 

einen marginalen Effekt auf die Replikation von IAV H1N1pdm, rH3N2 und SARS-CoV-2 
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(Abbildung 12). Für SARS-CoV-2 ist neben TMPRSS2 auch die Subtilisin-ähnliche PC Furin 

essentiell, deren mRNA-Expression in Flagellin-stimulierten Calu-3 Zellen daher als nächstes 

untersucht wurde (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b). Zusätzlich wurde die mRNA-

Expression von ACE2 analysiert, welches SARS-CoV-2 als Rezeptor dient (Li et al. 2005a; Zhou et 

al. 2020). ACE2 wurde außerdem als Kofaktor der TMPRSS2-vermittelten Aktivierung von IAV HA 

beschrieben (Heindl et al. 2024). 

Calu-3 Zellen wurden erneut für 24 h mit 200 ng/ml Flagellin stimuliert (5.1.5), bevor sie geerntet 

und die gesamte RNA isoliert wurde (5.3.1). Im Anschluss wurde eine RT-qPCR mit Furin- bzw. 

ACE2- und IL-6-spezifischen Primern durchgeführt (5.3.5). Während die deutliche 

Hochregulation der IL-6-mRNA-Expression anzeigte, dass die Stimulation erfolgreich war, war 

keine Veränderung der Furin-mRNA-Expression zu verzeichnen (Abbildung 13A). Die mRNA-

Expression von ACE2 war dagegen leicht, aber nicht signifikant, hochreguliert (Abbildung 13B). 

 

Abbildung 13: Furin- und ACE2-mRNA-Expression nach Flagellin-Stimulation in Calu-3 Zellen.  

Calu-3 Zellen wurden für 24 h mit 200 ng/ml Flagellin stimuliert. Nach der anschließenden Zellernte wurde 
die Gesamt-RNA isoliert und in einer RT-qPCR die mRNA-Expression von (A) Furin und (B) ACE2 sowie IL-6 
mithilfe spezifischer Primer analysiert. Gezeigt ist der Mittelwert + STABW aus drei unabhängigen 
Versuchen. Für die statistische Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. ns=nicht signifikant, 
***P<0,001. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Stimulierung respiratorischer Epithelzellen mit 

bakteriellen Komponenten zur Hochregulation der virusaktivierenden Protease TMPRSS2 und in 

geringem Maß des Rezeptors bzw. Kofaktors ACE2 führt. Die viralen Titer von H1N1pdm, rH3N2 

und SARS-CoV-2 waren in Flagellin-stimulierten Zellen nicht signifikant, aber dennoch leicht 

erhöht. Es wäre daher möglich, dass koinfizierende Bakterien über diesen Mechanismus zu einer 

verstärkten Virusaktivierung beitragen könnten. 
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6.2. Proteolytische Aktivierung der zoonotischen CoV 

SARS-CoV und MERS-CoV 

TMPRSS2 wurde in Überexpressionsstudien in Zellkultur als wichtige Wirtsprotease für die 

Aktivierung des SARS-CoV und des MERS-CoV S identifiziert (Matsuyama et al. 2010; Shirato et 

al. 2013). Dementsprechend zeigte sich in TMPRSS2-KO-Mäusen, dass es im Vergleich zu 

wildtypischen Mäusen bei Infektion mit SARS-CoV und MERS-CoV zu einer verringerten viralen 

Replikation, einer eingeschränkten Virusausbreitung und einer reduzierten Immunpathogenese 

kam (Iwata-Yoshikawa et al. 2019). TMPRSS2 stellt damit ein vielversprechendes Ziel antiviraler 

Therapien zur Behandlung dieser CoV-Infektionen dar. Darüber hinaus wird diskutiert, dass die 

Glykoproteinspaltung durch TMPRSS2 eine Rolle bei der Transmission zwischen verschiedenen 

Spezies und bei der Anpassung an neue Wirtsspezies spielen könnte (Heindl und Böttcher-

Friebertshäuser 2023). In dieser Arbeit wurde daher die Aktivierung von SARS-CoV und 

MERS-CoV S durch TMPRSS2 sowie die Rolle der Protease in der viralen Replikation in humanen 

Atemwegszellen genauer untersucht und verglichen.  

6.2.1. Spaltung von SARS-CoV S und MERS-CoV S durch TMPRSS2 

Um die S-Aktivierung der zoonotischen CoV durch TMPRSS2 zu vergleichen, wurde zunächst 

untersucht, wie effizient die verschiedenen Spaltstellenmotive von SARS-CoV-2, SARS-CoV und 

MERS-CoV von der Protease prozessiert werden. Es ist bekannt, dass Trypsin-ähnliche 

Serinproteasen wie TMPRSS2 ihre Substrate bevorzugt nach einem Arginin spalten, welches an 

beiden Spaltstellen aller drei CoV S zu finden ist (Böttcher et al. 2006; Lucas et al. 2014). Die 

Effizienz kann allerdings abhängig von der umgebenden Aminosäuresequenz variieren, die sich 

zwischen den verschiedenen S deutlich unterscheidet. So befindet sich an der S1/S2-Spaltstelle 

von SARS-CoV-2 S ein multibasisches Motiv R-R-A-R↓, im MERS-CoV S zwei dibasische 

Spaltstellen R-S-V-R↓ und R-S-A-R↓, und an der SARS-CoV-2 S2‘-Spaltstelle sowie im SARS-CoV 

S jeweils einzelne Arginine mit unterschiedlichen angrenzenden Aminosäuren (Abbildung 14A). 

Es wurden FRET-Substrate hergestellt, die die Sequenz von der sechsten Aminosäure vor den 

Spaltstellen S1/S2 bzw. S2‘ (P6) bis zur dritten Aminosäure dahinter (P3‘) umfassten (Abbildung 

14A). Wurden die Substrate im enzymkinetischen Assay durch rekombinante TMPRSS2 

gespalten, konnte die Freisetzung von Fluoreszenz quantifiziert werden (5.3.9). Die Auswertung 

ergab, dass beide Spaltstellen von SARS-CoV-2 S, besonders S1/S2, erfolgreich von TMPRSS2 

prozessiert werden konnten (Abbildung 14B). Interessanterweise war die Spaltung der MERS-

CoV S-Spaltstellen durch TMPRSS2 sogar noch effizienter. Die Spaltstellen von SARS-CoV S 
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dagegen wurden weniger effizient von TMPRSS2 prozessiert. Insgesamt fiel auf, dass die 

Effizienz der TMPRSS2-Spaltung an den S1/S2-Spaltstellen der verschiedenen S höher war, als 

an den S2‘-Spaltstellen.  

 

Abbildung 14: Effizienz der SARS- und MERS-CoV S-Spaltung durch TMPRSS2.  

(A) Schematische Struktur der FRET-Substrate (Luna C. Schmacke, Institut für pharmazeutische Chemie, 
Philipps-Universität Marburg). Die Spaltstelle ist durch einen roten Pfeil gekennzeichnet. Die 
Aminosäuresequenzen der FRET-Substrate sind tabellarisch aufgelistet. (B) Die Effizienz der S-Spaltung 
wurde von Luna C. Schmacke in einem enzymkinetischen Assay mit rekombinanter TMPRSS2 untersucht. 
Gezeigt sind die Mittelwerte + STABW basierend auf drei unabhängigen Messungen. (C) Schematische 
Darstellung der transient exprimierten SARS- und MERS-CoV S mit den Untereinheiten S1 und S2 bzw. S2‘ 
und C-terminalem FLAG-Tag. Die Spaltstellen S1/S2 und S2‘ sind durch Pfeile gekennzeichnet. FP = 
Fusionspeptid, TM = Transmembran-Domäne. (D) HeLa Zellen wurden mit für SARS-CoV S oder MERS-CoV 
S codierenden Expressionsplasmiden transfiziert. In einem Teil der Zellen wurde TMPRSS2 koexprimiert. 
Gleichzeitig wurden die Zellen mit 50 µM Furininhibitor MI-1851 behandelt oder blieben unbehandelt. 
Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Es wurden 
Antikörper verwendet, die gegen die S2-Untereinheit von SARS-CoV S oder gegen das C-Terminale FLAG-
Tag von MERS-CoV S gerichtet waren. Gezeigt ist ein repräsentatives Experiment aus drei unabhängigen 
Replikaten. 

Die im FRET-Assay beobachteten Unterschiede in der Effizienz der TMPRSS2-Spaltung wurden 

im Anschluss anhand des kompletten S, also unter Berücksichtigung der Sekundärstruktur, 

überprüft. Dazu wurden HeLa Zellen mit Expressionsplasmiden kotransfiziert, die für SARS-CoV 



Ergebnisse 63 

 

 

S oder MERS-CoV S mit C-terminalem FLAG-Tag bzw. TMPRSS2 codierten (5.1.6, Abbildung 14C). 

Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, lysiert und die Zelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt 

(5.4.1, 5.4.2). Anschließend wurde ein Western Blot durchgeführt. Mithilfe eines FLAG-Tag- oder 

eines SARS-CoV S2-spezifischen Antikörpers konnte S detektiert und auf seine Spaltung 

untersucht werden. Entsprechend der Ergebnisse aus dem FRET-Assay zeigte sich, dass der 

ungespaltene Vorläufer S0 von SARS-CoV in Anwesenheit von TMPRSS2 nur in sehr geringem 

Maß in seine Untereinheiten S2 und S2‘ prozessiert wurde (Abbildung 14D). Die Spaltung der 

MERS-CoV S2‘-Spaltstelle durch TMPRSS2 erfolgte dagegen mit hoher Effizienz. An der S1/S2-

Spaltstelle wurde MERS-CoV S durch eine endogen in HeLa Zellen exprimierte Protease 

gespalten. Da in der Literatur bereits diskutiert wurde, dass Furin an der Spaltung von MERS-CoV 

S beteiligt sein könnte, lag die Vermutung nahe, dass diese Protease für die S1/S2-Spaltung in 

HeLa Zellen verantwortlich ist. Um dies zu untersuchen, wurden die Zellen nach der Transfektion 

des MERS-CoV S Expressionsplasmids mit dem Furininhibitor MI-1851 behandelt (5.1.6). In der 

Tat war zu beobachten, dass die S1/S2-Spaltung in Anwesenheit des Inhibitors deutlich reduziert 

war. Wurde wiederum TMPRSS2 koexprimiert, konnte die Protease MERS-CoV S an beiden 

Spaltstellen prozessieren, wie dem zuvor durchgeführten FRET-Assay zufolge zu erwarten 

gewesen war. Die S1/S2-Spaltstelle wurde jedoch von TMPRSS2 etwas weniger effizient 

gespalten als von Furin, wie an den höheren Leveln nicht-gespaltenen Vorläufers S0 zu 

erkennen. Insgesamt zeigte sich sowohl im FRET-Assay als auch in der Koexpression dasselbe 

Bild: Die dibasischen Spaltstellenmotive von MERS-CoV S wurden mit deutlich höherer Effizienz 

von TMPRSS2 gespalten als die Spaltstellen von SARS-CoV S. 

6.2.2. Funktionelle Aktivierung von SARS-CoV S und MERS-CoV S durch 

TMPRSS2 und weitere Proteasen 

Neben TMPRSS2 sind einige weitere Trypsin-ähnliche Serinproteasen beschrieben, die in vitro 

die Aktivierung von IAV HA, aber auch von SARS- und MERS-CoV S übernehmen können 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018). Da die Spaltung von SARS-CoV S und MERS-CoV S durch 

TMPRSS2 deutliche Unterschiede in der Effizienz zeigte, sollte zusätzlich die Spaltbarkeit durch 

HAT sowie TMPRSS4 und TMPRSS13 untersucht und verglichen werden. Diese stammen 

ebenfalls aus der Familie der TTSPs und spalten wie TMPRSS2 nach einem einzelnen Arginin 

(Hooper et al. 2001). Die Spikeproteine mit C-terminalem FLAG-Tag und die verschiedenen 

Proteasen wurden in HeLa Zellen transient koexprimiert (5.1.6). Da keine Expressionsplasmide 

für humane TMPRSS4 und TMPRSS13 verfügbar waren, wurden Plasmide verwendet, die für die 

murinen Proteasen kodieren. Die murinen und humanen Orthologen weisen 77 % (TMPRSS4) 

bzw. 83 % (TMPRSS13) Aminosäureidentität auf. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion 



Ergebnisse 64 

 

 

geerntet, lysiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (5.4.1, 5.4.2). Durch die 

Verwendung eines gegen den FLAG-Tag gerichteten Antikörpers wurden die ungespaltenen 

Vorläufer S0 sowie die Spaltprodukte S2 und S2‘ detektiert. Interessanterweise wurde SARS-CoV 

S an der S1/S2-Spaltstelle, jedoch nicht an der S2‘-Spaltstelle sehr effizient durch HAT und in 

geringerem Maß von mTMPRSS13 prozessiert, während bei Koexpression von mTMPRSS4 keine 

Spaltung zu beobachten war (Abbildung 15A). MERS-CoV S wurde an der S2‘-Spaltstelle 

ausschließlich von TMPRSS2 gespalten, während die S1/S2-Spaltung weiterhin sehr effizient 

vom endogen exprimierten Furin übernommen wurde (Abbildung 15B).  

 

Abbildung 15: Spaltung von SARS-CoV S und MERS-CoV S durch verschiedene Trypsin-ähnliche 
Serinproteasen.  

HeLa Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für SARS-CoV S (A) oder MERS-CoV S (B) transfiziert. 
Zusätzlich wurden TMPRSS2, HAT, mTMPRSS4 oder mTMPRSS13 koexprimiert. Die Zelllyse und Western 
Blot-Analyse erfolgten nach 48 h. SARS- bzw. MERS-CoV S wurden mithilfe eines gegen den C-terminalen 
FLAG-Tag gerichteten Antikörpers detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. Die gezeigten Ergebnisse 
sind repräsentativ für drei unabhängige Versuche. LV = Leervektor. 

Da vor allem die Spaltung des SARS-CoV S auch durch TMPRSS2 nur sehr ineffizient war, ist 

denkbar, dass die Mengen an Spaltprodukten in Anwesenheit der anderen Proteasen für die 

Detektion nicht ausreichend gewesen sein könnten. Es wurde bereits in vorhergehenden 

Studien beobachtet, dass eine funktionelle Aktivierung des SARS-CoV S durch TMPRSS4 erfolgte, 

obwohl im Western Blot keine Spaltprodukte detektierbar waren (Glowacka et al. 2011). Um 

dennoch die funktionelle Aktivierung von SARS-CoV und MERS-CoV S durch HAT, mTMPRSS4 

und mTMPRSS13 zu untersuchen, wurde ausgenutzt, dass eine Zell-Zell-Fusion nur durch 

zweifach korrekt gespaltenes S vermittelt werden kann. HeLa Zellen wurden auf kollagenisierten 

Deckgläschen ausgesät (5.1.1, 5.1.2) und bei Konfluenz mit für SARS- oder MERS-CoV S, ihren 

entsprechenden Rezeptor, ACE2 oder DPP4, und den zu untersuchenden Proteasen codierenden 

Plasmiden kotransfiziert (5.1.6). War die koexprimierte Protease zur Spaltung beider Spaltstellen 

des SARS-CoV S bzw. der S2‘-Spaltstelle von MERS-CoV S fähig, kam es zur Fusion 

S-exprimierender und Rezeptor-exprimierender Zellen.  
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Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion fixiert und mit einem gegen das C-terminale FLAG-

Tag der Spikeproteine gerichteten Primär- sowie einem Fluorophor-gekoppelten 

speziesspezifischen Sekundärantikörper angefärbt (5.4.4). DAPI wurde verwendet, um die 

Zellkerne zu färben. Eine SARS-CoV S-vermittelte Bildung von Synzytien ließ sich in Gegenwart 

von TMPRSS2, mTMPRSS4 und mTMPRSS13 beobachten (Abbildung 16A).  

 

Abbildung 16: Funktionelle Aktivierung von SARS-CoV S und MERS-CoV S durch Trypsin-ähnliche 
Serinproteasen.  

(A&C) Auf kollagenisierten Deckgläschen ausgesäte HeLa Zellen wurden mit für SARS-CoV S und ACE2 (A) 
oder MERS-CoV S und DPP4 (C) codierenden Expressionsplasmiden kotransfiziert. Zusätzlich wurde jeweils 
die angegebene Protease koexprimiert. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert und eine 
Immunfluoreszenzanalyse mit einem gegen das C-terminale FLAG-Tag gerichteten Antikörper 
durchgeführt. Die Zellkerne wurde mit DAPI angefärbt. Gezeigt sind repräsentative Bilder aus drei 
unabhängigen Wiederholungen. Die Maßstabsleiste entspricht 100 µm. LV = Leervektor. (B&D) In jeder 
der drei Wiederholungen wurde in zehn zufälligen Bildausschnitten die Anzahl der Zellkerne pro 
Synzytium (mit min. drei Nuklei) gezählt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller 
ANOVA, gefolgt von Šidaks Test für Mehrfachvergleiche. Ns = nicht signifikant, **p< 0,01, ****p<0,0001.  
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Die Menge an Spaltprodukt in war demnach zwar zu gering, um im Western Blot nachgewiesen 

zu werden, reichte allerdings für die funktionelle Aktivierung aus. Um die S-vermittelte Fusion 

zu quantifizieren, wurde die durchschnittliche Anzahl an Kernen pro Synzytium in je 30 zufälligen 

Bildausschnitten aus drei unabhängigen Versuchen (10 Bildausschnitte pro Versuch) bestimmt. 

Es bestätigte sich, dass die Koexpression von TMPRSS2, mTMPRSS4 und mTMPRSS13 zu 

signifikant vergrößerten Synzytien führte (Abbildung 16B). Dabei waren diese in Gegenwart von 

TMPRSS2 am größten, gefolgt von mTMPRSS13 und schließlich mTMPRSS4. Die Koexpression 

von HAT führte dagegen nur zu einem minimalen, nicht signifikanten Anstieg der Zell-Zell-

Fusion. Im Fall von MERS-CoV S konnte eine effiziente Zell-Zell-Fusion lediglich in Anwesenheit 

von TMPRSS2 beobachtet werden (Abbildung 16C). Auch die Quantifizierung der Kerne pro 

Synzytium bestätigte, dass es in Anwesenheit von HAT, mTMPRSS4 und mTMPRSS13 lediglich zu 

geringen, nicht signifikanten Anstiegen in der Synzytiengröße kam (Abbildung 16D). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich SARS-CoV S und MERS-CoV S nicht nur in 

ihrer Spaltbarkeit durch TMPRSS2 unterscheiden, sondern auch andere Serinproteasen in 

unterschiedlichem Maß für ihre Aktivierung nutzen können. So konnte die funktionelle 

Aktivierung von SARS-CoV S auch durch mTMPRSS4 und mTMPRSS13 erfolgen, während 

MERS-CoV S eine effiziente Zell-Zell-Fusion nur in Anwesenheit von TMPRSS2 vermittelte. 

6.2.3. Rolle von TMPRSS2 und weiteren Proteasen in der viralen 

Replikation von SARS-CoV und MERS-CoV in Calu-3 Zellen 

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass es in Bezug auf die proteolytische Aktivierung 

deutliche Unterschiede zwischen SARS-CoV S und MERS-CoV S gibt. Während der viralen 

Infektion wird neu synthetisiertes S allerdings nicht auf dem klassischen sekretorischen Weg an 

die Plasmamembran transportiert, wie es bei der transienten Expression der Fall ist. CoV 

knospen nicht an der Plasmamembran, wie z.B. IAV, sondern bereits im ERGIC (Saraste und Prydz 

2021). Dementsprechend kann sich das Repertoire der für die Aktivierung nutzbaren Proteasen 

zwischen Einzelexpression und Infektion unterscheiden. Das IAV HA beispielsweise wird 

während des Exports im TGN durch TMPRSS2 gespalten (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2013) – 

ein Kompartiment, dass CoV S während der Infektion nicht durchquert. Auch könnte die 

Interaktion von S mit dem zellulären Rezeptor ACE2 oder DPP4 eine Rolle bei der Spaltung 

spielen. Es war daher unerlässlich, die Rolle von TMPRSS2 während der viralen Replikation von 

SARS-CoV und MERS-CoV in humanen Atemwegsepithelzellen zu untersuchen. Als 

Modellsystem für die respiratorischen Zielzellen der CoV wurden Calu-3 Zellen verwendet, die 

TMPRSS2 endogen exprimieren. Um den Einfluss der Protease zu untersuchen, wurde der 

TMPRSS2-spezifische Antisense-Inhibitor T-ex5 eingesetzt. Ein DNA-Analogon, genauer ein 
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Phosphorodiamidat-Morpholino-Oligomer (PMO), dessen Sequenz komplementär zur 

Spleißosomakzeptorstelle des Exons 5 in der Prä-mRNA von TMPRSS2 ist, wurde an ein Arginin-

reiches Peptid gekoppelt, um die Membrangängigkeit zu gewährleisten. Das resultierende 

peptidkonjugierte PMO (PPMO) T-ex5 löst durch die Maskierung der Spleißosomakzeptorstelle 

ein Missspleißen aus. Dadurch wird eine trunkierte Version von TMPRSS2 translatiert, für die 

bereits gezeigt wurde, dass sie katalytisch inaktiv ist (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2011).  

Zunächst wurde die Rolle von TMPRSS2 in der viralen Replikation von SARS-CoV in Calu-3 Zellen 

untersucht. Dazu wurden konfluente Zellen mit 25 µM PPMO T-ex5 behandelt oder unbehandelt 

gelassen (5.5.4). Nach 24 h wurden sie mit einer geringen MOI von 0,001 mit SARS-CoV infiziert 

(5.5.5). Eine Stunde später wurde das Inokulum abgenommen und die infizierten Zellen weiter 

inkubiert. Die viralen Titer im Überstand wurden 0, 24, 48 und 72 h nach der Infektion mittels 

TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt (5.5.3). Interessanterweise zeigte sich, dass die viralen Titer 

von SARS-CoV nach 24 und 48 h in Abwesenheit katalytisch aktiver TMPRSS2 im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen lediglich 10-100-fach reduziert waren (Abbildung 17A). Eine effiziente 

Replikation in Calu-3 Zellen war also unabhängig von TMPRSS2 möglich. Dieses Ergebnis reihte 

sich in die vorhergehenden Erkenntnisse aus dem FRET-Assay und der Koexpression ein, dass 

SARS-CoV S nur vergleichsweise ineffizient durch TMPRSS2 gespalten wird (Abbildung 14). 

Infolgedessen wurde die S-Spaltung während der Infektion in An- und Abwesenheit aktiver 

TMPRSS2 untersucht. Dazu wurden 24 h mit oder ohne PPMO vorbehandelte Calu-3 Zellen 

(5.5.4) mit SARS-CoV mit einer MOI von 1 infiziert und für 24 h inkubiert (5.5.5). Anschließend 

wurden die Zelllysate sowie der Zellkulturüberstand mittels SDS-PAGE und Western Blot auf 

S-Spaltung analysiert (5.4.1, 5.4.2). Für die Untersuchung der Spaltprodukte wurde ein 

Antikörper verwendet, der gegen die S2-Untereinheit von SARS-CoV gerichtet war, so dass 

neben dem ungespaltenen Vorläufer S0 die Spaltprodukte S2 und S2‘ detektiert werden 

konnten. Entsprechend bereits publizierter Studien war sowohl im Überstand als auch in den 

infizierten Zellen lediglich der Vorläufer S0 detektierbar, allerdings keine Spaltprodukte mit der 

erwarteten Größe von S2 oder S2‘ (Abbildung 17B) (Matsuyama et al. 2010). Eine Aussage über 

die Rolle von TMPRSS2 bei der S-Aktivierung während der viralen Replikation gestaltete sich 

daher schwierig. In Anwesenheit des spezifischen Inhibitors T-ex5 war jedoch die Menge an S0 

deutlich reduziert, im Zellkulturüberstand war es sogar nicht mehr nachweisbar, was 

nichtsdestotrotz auf eine Beteiligung von TMPRSS2 an der SARS-CoV Replikation in Calu-3 Zellen 

hindeutet.  
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Abbildung 17: Proteaseabhängigkeit der multizyklischen Replikation von SARS-CoV in Calu-3 Zellen.  

(A) Mit 25 µM T-ex5 vorbehandelte oder unbehandelte Calu-3 Zellen wurden nach 24 h mit SARS-CoV mit 
einer niedrigen MOI von 0,001 infiziert. Die viralen Titer im Überstand wurden zu den angegebenen 
Zeitpunkten mittels TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt. Gezeigt ist der Mittelwert + STABW aus drei 
unabhängigen Replikaten. (B) Ebenso mit T-ex5 vorbehandelte Calu-3 Zellen wurden mit SARS-CoV mit 
einer MOI von 1 infiziert. Nach 24 h wurden die Zelllysate und -überstände für eine SDS-PAGE und einen 
Western Blot geerntet. S wurde mithilfe eines gegen die S2-Unterheinheit gerichteten Antikörpers 
detektiert. β-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. (C-F) Ggf. mit T-ex5 vorbehandelte Calu-3 Zellen 
wurden mit SARS-CoV mit einer MOI von 0,001 infiziert. Nach 1 h wurde das Inokulum entfernt und die 
Zellen in Anwesenheit von 50 µM Aprotinin (C), 50 µM MI-1851 (D), 50 µM E64d oder DMSO (E&F) 
behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die viralen Titer im Überstand in einer TCID50 
Endpunkt-Titration ermittelt. Die gezeigten Daten sind der Mittelwert + STABW aus drei unabhängigen 
Experimenten. Die gestrichelte Linie markiert das Detektionslimit. (G) Calu-3 Zellen wurden wie in (B) mit 
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T-ex5 vorbehandelt oder unbehandelt gelassen, bevor die Infektion mit SARS-CoV mit einer MOI von 1 
erfolgte. Nach 1 h wurden die Zellen mit 50 µM der angegebenen Inhibitoren oder mit DMSO behandelt. 
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach 24 h wurden die Zellen und der Überstand für eine SDS-
PAGE und anschließenden Western Blot geerntet. Die Färbung wurde mit einem gegen S2 gerichteten 
Antikörper durchgeführt und β-Aktin diente als Ladekontrolle. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für 
drei unabhängige Replikate. 

Insgesamt lässt sich sagen, dass TMPRSS2 in der Replikation von SARS-CoV eine unerwartet 

kleine Rolle spielt. Dementsprechend stellte sich die Frage, welche Proteasen anstelle von 

TMPRSS2 die S-Aktivierung übernehmen. Zuvor wurde bereits gezeigt, dass auch mTMPRSS4 

und mTMPRSS13 in der Lage sind, SARS-CoV S funktionell zu aktivieren (Abbildung 16A,B). 

Besonders TMPRSS4 ist zu vergleichsweise hohen Leveln in Calu-3 Zellen exprimiert (Limburg et 

al. 2019). Um die Beteiligung von TMPRSS4 und weiterer Trypsin-artiger Serinproteasen an der 

SARS-CoV S-Aktivierung zu untersuchen, wurde der Breitbandserinproteaseinhibitor Aprotinin 

verwendet, der natürlicherweise in der bovinen Lunge vorkommt. Calu-3 Zellen wurden erneut 

mit einer niedrigen MOI mit SARS-CoV infiziert (5.5.5). Nach einer Stunde wurde das Inokulum 

entfernt und die Zellen für die restliche Inkubationszeit mit oder ohne 50 µM Aprotinin 

inkubiert. Die viralen Titer wurden wieder mittels TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt (5.5.3). 

Überraschenderweise zeigte die Behandlung mit Aprotinin, und damit die breite Hemmung 

einer Reihe an Serinproteasen, keinen stärkeren reduzierenden Effekt auf die SARS-CoV-

Replikation als die spezifische Hemmung von TMPRSS2 durch T-ex5 (Abbildung 17C). Weitere 

Serinproteasen scheinen demnach keine Rolle in der Replikation von SARS-CoV in Calu-3 Zellen 

zu spielen. Die Behandlung mit 50 µM Furininhibitor MI-1851, die genauso durchgeführt wurde 

wie die Aprotininbehandlung, zeigte wie erwartet keinen Effekt auf die Replikation von 

SARS-CoV, dessen S zwei Spaltstellen mit einem einzelnen Arginin trägt, was nicht dem 

multibasischen Furinerkennungsmotiv entspricht (Abbildung 17D). Für SARS-CoV ist bereits 

gezeigt, dass endosomale Cathepsine, genauer Cathepsin L und B, S nahe der S1/S2-Spaltstelle 

prozessieren können (Bosch et al. 2008). Als nächstes wurden die Calu-3 Zellen daher nach der 

einstündigen Infektion mit 50 µM des Cathepsininhibitors E64d oder DMSO als Vehikelkontrolle 

behandelt (5.5.5). Die Auswertung der viralen Titer mittels TCID50 Endpunkt-Titration zeigte, 

dass die Inhibitorbehandlung keinen Unterschied für die virale Replikation machte (5.5.3, 

Abbildung 17E). Um zu untersuchen, ob die Aktivierung durch Cathepsin L und B als Alternative 

genutzt wird, wenn die Aktivierung durch TMPRSS2 nicht möglich ist, wurden beide gleichzeitig 

gehemmt. Calu-3 Zellen wurden dafür zunächst für 24 h mit dem PPMO T-ex5 vorbehandelt 

(5.5.4). Anschließend erfolgte die Infektion mit SARS-CoV mit einer niedrigen MOI und nach 

einer Stunde die Gabe von E64d oder DMSO (5.5.5). Anhand der viralen Titer war zu erkennen, 

dass die Inhibition endosomaler Cathepsine durch E64d einen additiven Effekt auf die Hemmung 

durch T-ex5 hatte (Abbildung 17F). Insbesondere 48 h nach der Infektion brachte die 
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Kombination der Inhibitoren eine zusätzliche 100-fache Reduktion der viralen Titer verglichen 

mit der alleinigen Hemmung von TMPRSS2. Für eine Western Blot-Analyse der S-Expression 

wurden Calu-3 Zellen wie zuvor beschrieben mit dem PPMO T-ex5 und/oder den verschiedenen 

Inhibitoren behandelt (5.5.4). Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 1 für 24 h (5.5.5). 

Anschließend wurden Zelllysat und Zellüberstände über eine SDS-PAGE aufgetrennt (5.4.1, 

5.4.2). Die Auswertung erfolgte mithilfe eines Antikörpers, der gegen die S2-Untereinheit von 

SARS-CoV S gerichtet ist. Wie bereits zuvor beobachtet, waren die Level an detektiertem S0 

schon durch die alleinige Hemmung von TMPRSS2 deutlich reduziert (Abbildung 17G). Wurden 

die Zellen zusätzlich mit E64d behandelt, konnte weder in infizierten Zellen, noch im Überstand 

S nachgewiesen werden. Neben S0 wurden in den Zelllysaten mehrere Banden detektiert, die in 

der Größe nicht den Spaltprodukten S2 oder S2 entsprachen. Auch diese waren nach 

Behandlung mit T-ex5 reduziert. Die Behandlung mit Aprotinin zeigte wie erwartet einen mit 

T-ex5 vergleichbaren Effekt, wohingegen MI-1851 keinen Einfluss auf die Spaltung von S hatte. 

Damit konnte bestätigt werden, dass sowohl TMPRSS2 als auch endosomale Cathepsine die 

Spaltung des SARS-CoV S gewährleisten und so für eine effiziente Replikation sorgen können, 

wie es bereits von Kawase et al. vorgeschlagen wurde (Kawase et al. 2012). 

Im FRET-Assay sowie in der Koexpression war zu beobachten, dass die Prozessierung der 

MERS-CoV S-Spaltstellen durch TMPRSS2 deutlich effizienter war, als die der SARS-CoV S 

Spaltstellen. Außerdem wurde beobachtet, dass Furin mit hoher Effizienz die S1/S2-Spaltstelle 

prozessieren konnte (Abbildung 14). Im Folgenden wurde daher die Rolle beider Proteasen in 

der viralen Replikation von MERS-CoV in Calu-3 Zellen untersucht. Wie schon für SARS-CoV 

beschrieben, wurde der Antisense-Inhibitor T-ex5 verwendet, um spezifisch TMPRSS2 zu 

hemmen. Die Zellen wurden für 24 h mit T-ex5 vorbehandelt oder unbehandelt gelassen, bevor 

die Infektion mit einer MOI von 0,001 mit MERS-CoV erfolgte (5.5.4, 5.5.5). Auch hier wurden 

die viralen Titer nach 0, 24, 48 und 72 h mittels TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt (5.5.3). 

Interessanterweise zeigte sich, dass die Titer nach 24 h und 48 h in Abwesenheit katalytisch 

aktiver TMPRSS2 100- bis 1000-fach reduziert waren (Abbildung 18A). Tatsächlich scheint also 

MERS-CoV stärker auf TMPRSS2 angewiesen zu sein, als SARS-CoV. Als nächstes wurde der 

Einfluss von Furin untersucht, indem die Zellen eine Stunde nach der Infektion mit dem 

Furininhibitor MI-1851 behandelt wurden. Wie erwartet war auch hierdurch die virale 

Replikation deutlich vermindert (ca. 100-fach reduzierte Titer 24 und 48 h nach Infektion) 

(Abbildung 18B). Da in der Koexpression gezeigt wurde, dass TMPRSS2 in gewissem Umfang für 

die Abwesenheit von Furin kompensieren konnte (Abbildung 14), wurde anschließend die virale 

Replikation in Anwesenheit beider Inhibitoren, T-ex5 und MI-1851, untersucht.  
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Abbildung 18: Proteaseabhängigkeit der multizyklischen Replikation von MERS-CoV in Calu-3 Zellen.  

(A-C) Calu-3 Zellen wurden für 24 h mit 25 µM T-ex5 behandelt oder unbehandelt gelassen. Dann erfolgte 
die Infektion der Zellen mit MERS-CoV mit einer MOI von 0,001. Nach 1 h wurde das Inokulum entfernt 
und die Zellen mit 50 µM MI-1851 behandelt oder unbehandelt gelassen. Zu den angegebenen 
Zeitpunkten wurden die Virustiter im Überstand per TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt. Es handelt sich 
um die Mittelwerte + STABW aus drei unabhängigen Wiederholungen. (D) Calu-3 Zellen wurden mit 5, 15 
oder 25 µM T-ex5 vorbehandelt und dann mit einer MOI von 1 mit MERS-CoV infiziert. Nach 1 h wurde 
das Inokulum entfernt und 5, 10 oder 50 µM MI-1851 zugegeben. Nach 24 h erfolgte die Ernte der Zellen 
und des Überstands. Eine SDS-PAGE und ein Western Blot wurden durchgeführt. Ein gegen MERS-CoV S2 
gerichteter Antikörper wurde für die Detektion verwendet und β-Aktin wurde als Ladekontrolle angefärbt. 
Die Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Replikate. (E&F) Calu-3 Zellen wurden mit MERS-
CoV mit einer MOI von 0,001 infiziert und nach 1 h, nach Entfernen des Inokulums, mit 50 µM Aprotinin 
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(E), E64d oder DMSO (F) behandelt. Die viralen Titer wurden ebenso wie in (A-C) zu den angegebenen 
Zeitpunkten in der TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und 
gezeigt sind die Mittelwerte + STABW. Die gestrichelten Linien repräsentieren das Detektionslimit der 
TCID50 Endpunkt-Titration. 

In der Tat konnte bei gleichzeitiger Hemmung von TMPRSS2 und Furin 24 h nach der Infektion 

keine virale Replikation nachgewiesen werden, die viralen Titer waren also mindestens 100-fach 

reduziert im Vergleich zur alleinigen Hemmung von TMPRSS2 oder Furin (Abbildung 18C). Beide 

Proteasen sind demnach essentiell für die erfolgreiche virale Replikation von MERS-CoV in 

Calu-3 Zellen. Um den Einfluss der Proteaseinhibitoren auf die S-Spaltung zu untersuchen, 

wurden Calu-3 Zellen wie zuvor beschrieben für 24 h mit T-ex5 behandelt (5.5.4), dann mit 

MERS-CoV mit einer MOI von 1 infiziert und nach dem Entfernen des Inokulums MI-1851 

zugegeben (5.5.5). Nach weiteren 24 h wurden die Zellen und der Zellüberstand geerntet und 

schließlich mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (5.4.1, 5.4.2). In unbehandelten Zellen 

konnten geringe Mengen von ungespaltenem S0 sowie die beiden Spaltprodukte S2 und S2‘ 

nachgewiesen werden (Abbildung 18D). Mit steigender Konzentration an T-ex5 verringerte sich 

die Gesamtmenge an S, insbesondere aber der Anteil des S2‘ Spaltprodukts. Es ließ sich 

schlussfolgern, dass auch während der viralen Infektion TMPRSS2 in erster Linie für die Spaltung 

der MERS-CoV S S2‘-Spaltstelle verantwortlich ist. Wurde während der Infektion Furin über den 

Inhibitor MI-1851 gehemmt, waren dagegen beide Spaltprodukte nicht mehr detektierbar, 

sondern ausschließlich ungespaltenes S0. Dieses Ergebnis unterstreicht, wie wichtig die 

Überprüfung der Ergebnisse aus der Koexpression in der viralen Infektion ist, denn die zuvor 

beobachtete Fähigkeit von TMPRSS2, die S1/S2-Spaltung in Abwesenheit von Furin zu 

übernehmen, konnte hier nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu bestätigte die breite 

Hemmung verschiedener Serinproteasen durch Aprotinin während der MERS-CoV-Replikation, 

dass keine weiteren Serinproteasen neben TMPRSS2 eine relevante Rolle bei der MERS-CoV 

S-Aktivierung spielten, da die viralen Titer in ähnlichem Maß reduziert waren wie bei der 

spezifischen Hemmung von TMPRSS2 (Abbildung 18E). Wie erwartet, zeigte die Behandlung der 

infizierten Zellen mit E64d keinen Einfluss auf die MERS-CoV-Replikation, da bei gleichzeitiger 

Hemmung von TMPRSS2 und Furin die viralen Titer unter die Nachweisgrenze reduziert waren, 

die endosomalen Cathepsine die S-Spaltung also nicht übernahmen (Abbildung 18F). 

Um auszuschließen, dass die beobachtete Reduktion der viralen Titer von SARS-CoV und 

MERS-CoV in Anwesenheit der verschiedenen Inhibitoren, insbesondere bei Kombination mit 

dem PPMO T-ex5, durch zytotoxische Effekte hervorgerufen wurde, wurde die Zell-Viabilität 

nach Inhibitorgabe untersucht. Konfluente Calu-3 Zellen wurden genau wie in den vorherigen 

Versuchen für 24 h mit T-ex5 behandelt oder unbehandelt gelassen. Anschließend wurde der 

PPMO entfernt und die Zellen stattdessen mit den verschiedenen Inhibitoren behandelt. Nach 
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weiteren 24 h bzw. 72 h wurde die Zell-Viabilität untersucht, indem die ATP-Konzentration in 

den Zelllysaten als Gradmesser für die metabolische Aktivität photometrisch bestimmt wurde 

(5.1.7). Unbehandelte Zellen und Calu-3 Zellen, die mit 10 % Ethanol (EtOH) im Medium 

behandelt wurden, dienten als Negativ- bzw. Positivkontrolle. In Anwesenheit von EtOH war die 

Zell-Viabilität um knapp 50 % bzw. 70 % reduziert (Abbildung 19). Im Gegensatz dazu zeigte sich, 

dass keiner der Inhibitoren und keine der Kombinationen 24 h oder 72 h nach der Inhibitorgabe 

einen zytotoxischen Effekt hatte. Die beobachtete Reduktion der viralen Titer ist daher auf die 

spezifische Inhibition der entsprechenden Proteasen zurückzuführen. 

 

Abbildung 19: Zell-Viabilität von Calu-3 Zellen nach Proteaseinhibitorbehandlung.  

Calu-3 Zellen wurden für 24 h mit 25 µM T-ex5 vorbehandelt oder unbehandelt gelassen. Dann erfolgte 
ein Mediumwechsel und die Behandlung mit 50 µM der angegebenen Inhibitoren oder DMSO als 
Vehikelkontrolle. Nach weiteren 24 h (A) oder 72 h (B) wurde die Zell-Viabilität bestimmt. Eine Viabilität 
von 80 % relativ zu unbehandelten Zellen wurde als nicht-toxisch definiert (gepunktete Linie). Medium 
mit 10 % Ethanol (EtOH) wurde als Positiv-Kontrolle verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte + STABW 
aus zwei unabhängigen Wiederholungen, die jeweils im technischen Triplikat durchgeführt wurden. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass es deutliche Unterschiede in der Proteaseabhängigkeit 

zwischen den zoonotischen CoV SARS-CoV und MERS-CoV gibt. Während MERS-CoV Furin und 

TMPRSS2 für die S-Aktivierung nutzt, ist SARS-CoV S weniger auf TMPRSS2 angewiesen, da auch 

weitere Serinproteasen sowie endosomale Cathepsine zur Spaltung von SARS-CoV S in der Lage 

sind. 

6.3. TMPRSS2-Abhängigkeit von H1N1/1918 

Das IAV H1N1/1918 war 1918-1919 für die bislang schwerwiegendste Influenza-Pandemie 

verantwortlich und das HA trug mutmaßlich zur Virulenz des Virus bei (Kobasa et al. 2004). 

TMPRSS2 wurde als Hauptaktivierungsprotease humaner IAV mit monobasischer HA-Spaltstelle 



Ergebnisse 74 

 

 

in Calu-3 Zellen identifiziert, H1/1918 wurde dabei allerdings bislang nicht untersucht (Limburg 

et al. 2019). Im Gegensatz zu jüngeren H1-Varianten weist H1/1918 einige aviäre Charakteristika 

auf, beispielsweise wird für die Fusion ein höherer pH-Wert benötigt (Laporte et al. 2019). Es ist 

daher nicht auszuschließen, dass sich H1/1918 auch in der Nutzung des humanen 

Proteaserepertoires unterscheidet. Die HA-Spaltung durch verschiedene Protease sowie die 

Abhängigkeit der viralen Replikation von TMPRSS2 wurden deshalb in dieser Arbeit untersucht. 

6.3.1. Aktivierung von H1/1918 durch TMPRSS2 und weitere Proteasen 

Für viele IAV HA-Subtypen wurde beschrieben, dass sie in vitro von einer Vielzahl verschiedener 

Trypsin-ähnlicher Proteasen in ihre Untereinheiten HA1 und HA2 prozessiert werden können 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018). Für H1/1918 wurde bislang die Prozessierbarkeit durch 

TMPRSS2 und TMPRSS4 gezeigt (Chaipan et al. 2009; Laporte et al. 2019). Hier wurde daher 

zusätzlich die HA-Spaltung durch die bekannten HA-Aktivierungsproteasen HAT und TMPRSS13 

untersucht und verglichen. Dazu wurden HEK293 Zellen mit Plasmiden, die für H1/1918 bzw. die 

verschiedenen Proteasen codieren, kotransfiziert (5.1.6). Nach 48 h wurden die Zellen geerntet 

und lysiert (5.4.1). Es wurde eine SDS-PAGE und anschließend eine Western Blot-Analyse mit 

einem H1-spezifischen Antikörper durchgeführt (5.4.2). Die Koexpression aller Proteasen führte 

eindeutig zur Prozessierung des Vorläufers HA0 in seine Untereinheiten HA1 und HA2 

(Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Spaltung von H1/1918 durch verschiedene Trypsin-ähnliche Serinproteasen.  

HEK293 Zellen wurden mit Expressionsplasmiden kotransfiziert, die für H1/1918 bzw. TMPRSS2, HAT, 
mTMPRSS13 oder mTMPRSS4 codieren. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und mittels SDS-PAGE und 
Western Blot analysiert. Für die Detektion der HA-Spaltprodukte wurde ein H1-spezifischer Antikörper 
verwendet. Tubulin diente als Ladekontrolle. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige 
Replikate. LV = Leervektor. 
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Interessanterweise waren die Spaltprodukte bei Koexpression von TMPRSS2 beide etwas kleiner 

als in Anwesenheit von HAT, mTMPRSS13 oder mTMPRSS4. Bezüglich der Effizienz der Spaltung 

fiel auf, dass bei TMPRSS2 und mTMPRSS13 der Großteil des detektierten HAs gespalten vorlag. 

Bei mTMPRSS4 schien die Spalteffizienz etwas geringer und bei Koexpression von HAT war noch 

deutlich mehr HA0 als Spaltprodukte detektierbar.  

6.3.2. Rolle von TMPRSS2 in der viralen Replikation von H1N1/1918 in 

Calu-3 Zellen 

Während bekanntermaßen eine ganze Reihe verschiedener Wirtsproteasen in der Lage ist, in 

vitro monobasisches HA zu spalten, sind die meisten IAV-Subtypen in humanen 

Atemwegsepithelzellen abhängig von TMPRSS2 (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2011; Limburg 

et al. 2019; Bestle et al. 2021). Deshalb wurde als nächstes die Replikation des rekombinanten 

H1N1/1918 IAV (rH1N1/1918) in der Bronchialepithelzelllinie Calu-3 untersucht.  

Konfluente Calu-3 Zellen wurden zunächst für 24 h mit dem PPMO T-ex5 behandelt, um den 

Knockdown katalytisch aktiver TMPRSS2 zu gewährleisten (5.5.4). Anschließend wurden die 

Zellen mit rH1N1/1918 mit einer MOI von 0,001 infiziert (5.5.5). Nach einer Stunde wurde das 

Inokulum entfernt und die Zellen für weitere 72 h inkubiert. Alle 24 h wurde Zellkulturüberstand 

entnommen und die viralen Titer mittels TCID50 Endpunkt-Titration bestimmt (5.5.3). 

rH1N1/1918 replizierte zu enorm hohen Titern (109 TCID50/ml) in Calu-3 Zellen. 

Bemerkenswerterweise waren die viralen Titer in Abwesenheit aktiver TMPRSS2 bis zu 

100.000-fach reduziert (Abbildung 21A). Zusätzlich zur Replikation wurde die HA-Spaltung in An- 

und Abwesenheit von TMPRSS2 analysiert. Dazu wurden 24 h PPMO-behandelte Calu-3 Zellen 

mit rH1N1/1918 mit einer MOI von 1 infiziert, und für 24 h inkubiert (5.5.4, 5.5.5). Anschließend 

wurden die Zelllysate und Zellkulturüberstände per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot 

mithilfe eines H1-spezifischen Antikörpers untersucht (5.4.1, 5.4.2). Wie erwartet konnte nach 

T-ex5-Behandlung der Zellen keine HA-Spaltung mehr detektiert werden, weder im Zelllysat, 

noch im Überstand (Abbildung 21B). Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass TMPRSS2 auch für 

rH1N1/1918 die Hauptaktivierungsprotease in Calu-3 Zellen ist. 
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Abbildung 21: TMPRSS2-Abhängigkeit der multizyklischen Replikation und HA-Spaltung von 
rH1N1/1918.  

(A) Für 24 h mit 25 µM T-ex5 vorbehandelte Calu-3 Zellen wurden mit rH1N1/1918 mit einer MOI von 
0,001 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die viralen Titer im Überstand durch TCID50 
Endpunkt-Titration ermittelt. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und die Mittelwerte + STABW 
berechnet. Das Detektionslimit wird durch die gestrichelte Linie markiert. (B) Ebenso mit T-ex5 
behandelte oder unbehandelte Calu-3 Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit rH1N1/1918 infiziert. Nach 
24 h wurden Zellen und Überstand geerntet und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. HA wurde 
mithilfe eines H1-spezifischen Antikörpers detektiert und β-Aktin als Ladekontrolle verwendet. Gezeigt 
sind repräsentative Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen.  

6.4. Proteolytische Aktivierung von IAV H12 und H17 

In vorhergehenden Studien wurde gezeigt, dass TMPRSS2 nicht nur für die humanen IAV, 

sondern auch für die meisten aviären IAV mit monobasischer HA-Spaltstelle die 

Hauptaktivierungsprotease in murinen und humanen Atemwegen darstellt (Bestle et al. 2021). 

Dabei wurden H1-H11 und H14-H16 untersucht. Lediglich H16 zeigte einen intermediären 

Phänotyp, bei dem die H16-vermittelte Replikation in Abwesenheit von TMPRSS2 

vergleichsweise wenig reduziert war. Neben TMPRSS2 übernehmen also auch weitere bislang 

unbekannte Proteasen die proteolytische Aktivierung von H16. Der HA-Subtyp H13 wurde später 

ebenfalls untersucht und reihte sich in die große Gruppe der TMPRSS2-abhängigen HAs ein 

(Nave 2022). In der vorliegenden Arbeit wurde ergänzend die  von TMPRSS2 für die beiden 

Subtypen H12 und H17, welche beide eine monobasische Spaltstelle tragen, beleuchtet. H12 ist 

vornehmlich in wildlebenden Wasservögeln zu finden, und eine Übertragung auf den Menschen 

ist bisher nicht beschrieben. H17 wurde 2012 in Fledermäusen in Mittelamerika nachgewiesen 

(Tong et al. 2012). Interessanterweise wurde gezeigt, dass H17 und ebenso das später ebenfalls 

in Fledermäusen identifizierte H18 nicht wie klassische Influenzaviren endständige Sialinsäuren 

als Rezeptor nutzen, sondern MHC-II (Giotis et al. 2019; Karakus et al. 2019). Durch die 

veränderte Rezeptornutzung unterscheiden sich die Fledermaus-Influenzaviren deutlich von 

ihren humanen und aviären Verwandten. Ob sie sich auch im Hinblick auf die proteolytische 
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Aktivierung des HAs unterscheiden, ist jedoch bisher unbekannt und wurde daher in dieser 

Arbeit untersucht.  

6.4.1. Replikation von rH12- und rH17-SC35M in Calu-3 in Abwesenheit 

von TMPRSS2  

Um die H12- bzw. H17-vermittelte virale Replikation in Calu-3 Zellen zu untersuchen, wurden 

rekombinante Virusreassortanten verwendet, die jeweils das entsprechende HA-Gensegment 

und die sieben anderen Segmente des mausadaptierten SC35M IAV enthielten (Scheiblauer et 

al. 1995). So konnte spezifisch die Rolle des HAs und der HA-Aktivierung analysiert werden. 

Konfluente Calu-3 Zellen, die zuvor für 24 h mit dem PPMO T-ex5 behandelt worden waren, 

wurden mit einer niedrigen MOI mit rH12- oder rH17-SC35M infiziert (5.5.4, 5.5.5). 

Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach einer Stunde wurde das Inokulum 

abgenommen und die Zellen für 72 h inkubiert. Nach 16, 24, 48 und 72 h wurde 

Zellkulturüberstand gesammelt. Mittels Immun-Plaque-Test wurden die viralen Titer im 

Überstand bestimmt (5.5.2). Erstaunlicherweise zeigte sich, dass sowohl rH12-SC35M, als auch 

rH17-SC35M in Abwesenheit von TMPRSS2 ebenso effizient replizierten wie in unbehandelten 

Zellen (Abbildung 22). Die beiden HA-Subtypen stellen damit zwei Ausnahmen unter IAV HAs 

mit monobasischer Spaltstelle dar. Bislang war lediglich für IBV bekannt, dass es in Calu-3 Zellen 

TMPRSS2-unabhängig repliziert (Limburg et al. 2019).  

 

Abbildung 22: TMPRSS2-Abhängigkeit der multizyklischen Replikation von H12 und H17.  

Calu-3 Zellen wurden mit 25 µM T-ex5 vorbehandelt oder unbehandelt gelassen. Daraufhin erfolgte die 
Infektion mit rH12-SC35M (A) oder rH17-SC35M (B) mit einer niedrigen MOI von 0,01 bzw. 0,0001. Die 
Überstände wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mittels Immun-Plaque-Test auf die viralen Titer 
untersucht. Die gezeigten Daten sind die Mittelwerte + STABW aus drei unabhängigen Replikaten. Die 
gestrichelte Linie repräsentiert das Detektionslimit. 
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6.4.2. Replikation von rH12- und rH17-SC35M in Calu-3 in Anwesenheit 

verschiedener Proteaseinhibitoren 

Der beobachtete TMPRSS2-unabhängige Phänotyp von rH12- und rH17-SC35M warf die Frage 

auf, welche Proteasen stattdessen für die Aktivierung der HAs verantwortlich sind. Es ist 

bekannt, dass viele HA-Subtypen in vitro von diversen verwandten Trypsin-ähnlichen 

Serinproteasen, beispielsweise TMPRSS4, TMPRSS13 oder HAT, aktiviert werden können 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018). Auch für H17 konnte in vitro bereits gezeigt werden, dass 

es von TMPRSS2 und HAT aktiviert werden kann (Hoffmann et al. 2016; Giotis et al. 2019). Daher 

wurde zunächst die virale Replikation von rH17-SC35M in Anwesenheit von 

Breitbandserinproteaseinhibitoren untersucht. Calu-3 Zellen wurden dafür mit rH17-SC35M mit 

einer geringen MOI von 0,0001 infiziert (5.5.5). Als das Inokulum nach einer Stunde 

abgenommen wurde, wurden die Zellen mit 50 µM Aprotinin oder BAPA behandelt. Zu 0, 16, 24, 

48 und 72 h nach der Infektion wurden die viralen Titer im Überstand mittels Immun-Plaque-

Test bestimmt (5.5.2). Außerdem wurden die infizierten Zellen 72 h nach der Infektion fixiert 

und mithilfe eines IAV NP-spezifischen Antikörpers, eines HRP-gekoppelten 

Sekundärantikörpers und dem HRP-Substrat TrueBlue immunhistochemisch angefärbt (5.4.3). 

Überraschenderweise zeigte sich, dass beide Serinproteaseinhibitoren ebenso wie der 

TMPRSS2-spezifische T-ex5 PPMO keinen Einfluss auf die virale Replikation von rH17-SC35M 

hatten. In jedem Fall konnte eine starke Ausbreitung blau gefärbter, also virus-positiver Zellen 

sowie ein virusinduzierter CPE in Form von Löchern im Zellrasen beobachtet werden (Abbildung 

23A, zweite Spalte) und die Viren replizierten unabhängig von der Inhibitorbehandlung zu 

ähnlichen Titern (Abbildung 23B). Verwandte Serinproteasen spielen also keine Rolle bei der 

H17-Aktivierung. Für CoV, insbesondere SARS-CoV-2 und SARS-CoV wurde in dieser und 

weiteren Arbeiten gezeigt, dass endosomale Cathepsine in Abwesenheit von TMPRSS2 die 

S-Aktivierung übernehmen können (Abbildung 17) (Bosch et al. 2008; Hoffmann et al. 2020b). 

Für IAV HA wurde eine Spaltung durch Cathepsine zwar bislang nicht beschrieben, dennoch 

wurde als nächstes der Einfluss des Cathepsininhibitors E64d auf die H17-vermittelte virale 

Replikation ermittelt. Es war kein Unterschied im virusinduzierten CPE oder in den viralen Titern 

zwischen E64d- und unbehandelten bzw. DMSO-behandelten Zellen zu erkennen (Abbildung 

23A, dritte Spalte & C). Auch endosomale Cathepsine sind demnach nicht in die virale 

Replikation von rH17-SC35M in Calu-3 Zellen involviert. Furin und weitere Subtilisin-ähnliche PCs 

sind bereits als HA-Aktivierungsproteasen beschrieben (Stieneke-Gröber et al. 1992). Allerdings 

ist für die HA-Spaltung ein multibasisches Spaltstellenmotiv wie es in HPAIV zu finden ist 

notwendig (Vey et al. 1992). An der Spaltstelle des H17 findet sich dagegen lediglich ein 

einzelnes Arginin. Nichtsdestotrotz wurde mithilfe der Furininhibitoren MI-1851 und MI-1148 
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überprüft, ob diese Protease an der Replikation des rH17-SC35M beteiligt ist. Dazu wurden 

Calu-3 Zellen wie bereits beschrieben mit rH17-SC35M infiziert und mit 50 µM der 

Furininhibitoren MI-1851 oder MI-1148 behandelt (5.5.5). 

 

Abbildung 23: Proteaseabhängigkeit der multizyklischen Replikation von rH17-SC35M in Calu-3 Zellen.  

Calu-3 Zellen wurden mit einer MOI von 0,0001 mit rH17-SC35M infiziert. Nach 1 h wurde das Inokulum 
entfernt und die infizierten Zellen mit 50 µM der angegebenen Inhibitoren oder DMSO als 
Vehikelkontrolle behandelt. (A) Nach 72 h wurden die Zellen fixiert und infizierte Zellen mithilfe eines 
gegen IAV NP gerichteten Antikörpers immunhistochemisch angefärbt. Nicht infizierte und infizierte, aber 
nicht mit Inhibitor behandelte Zellen dienten als Kontrolle. (B-E) Zu den angegebenen Zeitpunkten nach 
der Infektion wurden die viralen Titer im Überstand mittels Immun-Plaque-Test bestimmt. Die gezeigten 
Werte sind Mittelwerte + STABW aus drei unabhängigen Replikaten. Die gestrichelte Linie zeigt das 
Detektionslimit an.  

Die Auswertung der viralen Titer mittels Immun-Plaque-Test (5.5.2) ergab unerwarteterweise, 

dass die virale Replikation von rH17-SC35M in Anwesenheit von MI-1851 um bis zu 
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1.000.000-fach und in Anwesenheit von MI-1148 sogar unterhalb des Detektionslimits reduziert 

war (Abbildung 23D). Dementsprechend war in den infizierten Zellen 72 h p.i. bei 

Inhibitorbehandlung kein virusinduzierter CPE zu sehen (Abbildung 23A, vierte Spalte). Es 

handelt sich daher bei H17 um eine ungewöhnliche Ausnahme. Es ist nicht nur von TMPRSS2 

unabhängig, sondern trotz seiner monobasischen Spaltstelle spielen Furin oder verwandte PCs 

eine essentielle Rolle in der H17-vermittelten Replikation. Für SARS-CoV-2 wurde beschrieben, 

dass auch verschiedene Metalloprotasen zur S-Aktivierung beitragen können (Benlarbi et al. 

2022; Jocher et al. 2022). Eine mögliche Beteiligung von Metalloproteasen an der HA-

Aktivierung wurde daher durch die Behandlung mit dem Metalloproteaseinhibitor Doxycyclin 

untersucht (Rani et al. 2021; Jhilta et al. 2024). Weder die virale Replikation noch der virus-

induzierte CPE waren in Anwesenheit des Inhibitors reduziert. Metalloproteasen tragen damit 

nicht zur H17-Aktivierung bei (Abbildung 23A, fünfte Spalte & E). 

Da auch rH12-SC35M TMPRSS2-unabhängig in Calu-3 Zellen replizierte (Abbildung 22A), sich 

aber von H17 im Hinblick auf die Wirtsspezies sowie die Rezeptornutzung unterscheidet, sollte 

vergleichend auch der Einfluss der verschiedenen Inhibitoren auf die H12-vermittelte virale 

Replikation untersucht werden. Dazu wurden Calu-3 Zellen diesmal mit rH12-SC35M mit einer 

geringen MOI von 0,01 infiziert und nach dem Entfernen des Inokulums nach einer Stunde wie 

oben beschrieben mit den verschiedenen Inhibitoren behandelt (5.5.5). Wie bei rH17-SC35M 

konnte kein Effekt des Cathepsininhibitors E64d (Abbildung 24A, dritte Spalte & C) oder des 

Metalloproteaseinhibitors Doxycyclin (Abbildung 24A, fünfte Spalte & E) festgestellt werden. 

Stattdessen hatte die Behandlung mit den Serinproteaseinhibitoren Aprotinin und BAPA eine 

deutliche Reduktion der viralen Titer, teilweise bis unter die Nachweisgrenze, zur Folge 

(Abbildung 24B). Auch die Anzahl infizierter Zellen 72 h p.i. war in Anwesenheit dieser 

Inhibitoren deutlich reduziert (Abbildung 24A, zweite Spalte). Die Aktivierung von H12 in Calu-3 

Zellen wird daher in erster Linie durch Trypsin-ähnliche Serinproteasen vermittelt. 

Interessanterweise zeigte allerdings auch der Furininhibitor MI-1148 48 und 72 h nach der 

Infektion einen leichten ca. 10- bis 100-fach reduzierenden Effekt auf die rH12-SC35M Titer 

(Abbildung 24C). Außerdem war die Anzahl infizierter Zellen 72 h p.i. ähnlich reduziert wie bei 

der Behandlung mit Aprotinin und BAPA (Abbildung 24A).  
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Abbildung 24: Proteaseabhängigkeit der multizyklischen Replikation von H12 in Calu-3 Zellen. 

Mit rH12-SC35M mit einer MOI von 0,01 infizierte Calu-3 Zellen wurden nach 1 h, nach Entfernen des 
Inokulums, mit je 50 µM verschiedener Proteaseinhibitoren behandelt. (A) 72 h nach der Infektion wurde 
in den fixierten Zellen IAV NP über einen spezifischen Antikörper immunhistochemisch angefärbt. Als 
Kontrollen fungierten nicht infizierte sowie unbehandelte infizierte Zellen. (B-E) Nach der Infektion wurde 
zu den angegebenen Zeitpunkten der Virustiter im Überstand bestimmt, indem ein Immun-Plaque-Test 
durchgeführt wurde. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und die Mittelwerte + STABW berechnet. Die 
gestrichelte Linie repräsentiert das Detektionslimit des Plaque-Tests. 

Für den Furininhibitor MI-1148 ist bekannt, dass er auch Trypsin-ähnliche Serinproteasen zu 

einem gewissen Grad inhibiert. Daher sollte ausgeschlossen werden, dass insbesondere die 

vergleichsweise geringe Hemmung der rH12-SC35-Replikation auf diesem unspezifischen 

Nebeneffekt beruht. Deshalb wurde als Kontrolle die Replikation des TMPRSS2-abhängigen IAV 

H1N1pdm in Anwesenheit der Serinproteaseinhibitoren Aprotinin oder BAPA bzw. der 

Furininhibitoren MI-1851 oder MI-1148 untersucht. Calu-3 Zellen wurden mit H1N1pdm mit 
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einer MOI von 0,001 infiziert und wie zuvor beschrieben mit 50 µM der Inhibitoren behandelt 

(5.5.5). Wie erwartet waren die viralen Titer nach Behandlung mit den Serinproteaseinhibitoren 

deutlich reduziert (Abbildung 25A), während die Furininhibitoren beide keinen Effekt auf die 

H1N1pdm-Replikation zeigten (Abbildung 25B). Die Hemmung von Trypsin-ähnlichen 

Serinproteasen durch den Inhibitor MI-1148 schien hier also keine Rolle zu spielen. 

 

Abbildung 25: Proteaseinhibitorsensitivität der multizyklischen Replikation von H1N1pdm in Calu-3 
Zellen.  

Calu-3 Zellen wurden mit H1N1pdm mit einer niedrigen MOI von 0,001 infiziert. Nach 1h wurden die 
infizierten Zellen entweder mit 50 µM Serinproteaseinhibitoren (A) oder 50 µM Furininhibitoren (B) 
behandelt. Die Überstände wurden zu den angegebenen Zeitpunkten per Immun-Plaque-Test auf die 
viralen Titer untersucht. Die Mittelwerte + STABW wurden aus drei unabhängigen Wiederholungen 
berechnet. Das Detektionslimit ist durch die gestrichelte Linie markiert. 

6.4.3. Rolle von Furin in der rH17-SC35M-Replikation in Fledertierzellen 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die virale Replikation von rH17-SC35M trotz des 

monobasischen HA-Spaltstellenmotivs in Calu-3 Zellen stark furinabhängig war (Abbildung 23). 

H17 wurde im Gegensatz zu H1-16 aus Fledermäusen isoliert (Tong et al. 2012). Es ist 

beschrieben, dass Furinhomologe in verschiedenen Fledertierspezies Furin aus anderen Säugern 

hinsichtlich ihrer Aktivität und ihrer Sensitivität gegenüber Inhibitoren ähneln. Gleichzeitig 

wurden Unterschiede in der subzellulären Lokalisation festgestellt, was Auswirkungen auf die 

Aktivierung viraler Glykoproteine haben könnte (El Najjar et al. 2015). Aus diesem Grund wurde 

die Replikation von rH17-SC35M in An- und Abwesenheit der bereits zuvor verwendeten 

Serinproteaseinhibitoren Aprotinin und BAPA sowie der Furininhibitoren MI-1851 und MI-1148 

auch in Fledertierzellen untersucht.  

Rousettus aegyptiacus Nierenepithelzellen (RoNi/7) wurden mit rH17-SC35M mit einer MOI von 

0,01 infiziert und anschließend mit 50 µM der entsprechenden Inhibitoren behandelt (5.5.5). 

Die viralen Titer im Überstand wurden 0, 16, 24, 48 und 72 h nach der Infektion mittels Immun-

Plaque-Test ausgewertet (5.5.2). Außerdem wurden die infizierten Zellen 72 h p.i. fixiert und 
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mithilfe eines IAV NP-spezifischen Antikörpers immunhistochemisch angefärbt (5.4.3). Dabei 

war die Anzahl infizierter Zellen nach Behandlung mit MI-1851 oder MI-1148 deutlich verringert 

(Abbildung 26A). Ähnlich der Ergebnisse in humanen Atemwegsepithelzellen wurde beobachtet, 

dass die Hemmung von Serinproteasen nur 48 h und 72 h p.i. einen geringen Effekt auf die virale 

Replikation zeigte, während die viralen Titer bei Furininhibition nach 48 h und 72 h bis unter die 

Nachweisgrenze reduziert waren (Abbildung 26B,C). Auch in Fledertierepithelzellen ist die 

H17-vermittelte Replikation demnach abhängig von Furin. 

 

Abbildung 26: Proteaseabhängigkeit der multizyklischen Replikation von H17 in 
Fledermausepithelzellen.  

RoNi/7 Fledertiernierenepithelzellen wurden mit einer MOI von 0,01 von rH17-SC35M infiziert. Im 
Anschluss erfolgte nach 1 h die Behandlung mit 50 µM verschiedener Proteaseinhibitoren. (A) Die Zellen 
wurden 72 h nach der Infektion fixiert und infizierte Zellen immunhistochemisch angefärbt, indem ein IAV 
NP-spezifischer Antikörper verwendet wurde. Als Kontrollen wurden nicht infizierte sowie infizierte, aber 
nicht mit Inhibitoren behandelte RoNi/7 Zellen herangezogen. (B&C) Zu den angegebenen Zeitpunkten 
wurden die viralen Titer im Überstand der infizierten Zellen mittels Immun-Plaque-Test bestimmt. Gezeigt 
sind die Mittelwerte + STABW aus drei unabhängigen Experimenten. Das Detektionslimit ist durch die 
gestrichelte Linie markiert. 

Interessanterweise bestätigte sich damit, dass es sich bei H17 um eine ungewöhnliche 

Ausnahme unter den IAV HAs mit monobasischer Spaltstelle handelt. Die H17-abhängige virale 

Replikation war sowohl in humanen als auch in Fledertierzellen auf Furin angewiesen. Das 
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ebenfalls TMPRSS2-unabhängige H12 wird dagegen hauptsächlich von anderen Serinproteasen 

aktiviert. 

6.5. Zusammenfassung der Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden Daten zur Rolle von TMPRSS2 bei der Aktivierung viraler Glykoproteine 

und darüber hinaus in humanen Atemwegsepithelzellen gesammelt. Zusätzlich zu vorherigen 

Erkenntnissen wurde gezeigt, dass die TMPRSS2-mRNA-Expression in Calu-3 Zellen nicht nur 

nach Stimulation mit L. pneumophila, sondern auch mit nicht-flagellierten S. pneumoniae 

hochreguliert war. Außerdem wurde beobachtet, dass in Folge der Behandlung mit Flagellin 

zusätzlich die Proteinexpression von TMPRSS2 in Calu-3 Zellen erhöht war. Der Anstieg der 

TMPRSS2-Expression hatte lediglich geringe Auswirkungen auf die virale Replikation von IAV 

H1N1pdm und rH3N2 sowie von SARS-CoV-2, obwohl eine verstärkte HA-Spaltung beobachtet 

wurde. Die Expression weiterer viraler Wirtsfaktoren wie Furin und ACE2 war in Anwesenheit 

von Flagellin nicht bzw. nur leicht gesteigert. Interessanterweise führte die Flagellin-Stimulation 

auch in primären HBEC nach 4 h, jedoch nicht nach 24 h, zur Hochregulation der TMPRSS2-

mRNA-Expression. Somit konnten die Ergebnisse zur Induktion der TMPRSS2-Expression durch 

Flagellin in Calu-3 Zellen in primären humanen Atemwegsepithelzellen bestätigt werden. Die 

durch bakterielle Faktoren vermittelte erhöhte Expression von TMPRSS2 in den viralen Zielzellen 

im humanen Respirationstrakt könnte daher zu einer verbesserten Glykoproteinspaltung 

beitragen und so virale Infektionen begünstigen. 

Weiterhin wurde die Abhängigkeit der zoonotischen CoV SARS-CoV und MERS-CoV von 

TMPRSS2 untersucht und verglichen (Tabelle 23)Tabelle 23. Hier konnte gezeigt werden, dass 

sich CoV hinsichtlich ihrer TMPRSS2-Abhängigkeit unterscheiden. Überraschenderweise wurde 

MERS-CoV S nicht nur effizienter von TMPRSS2 prozessiert als SARS-CoV S, sondern war auch 

stärker auf die Protease angewiesen. SARS-CoV S dagegen konnte durch weitere Serinproteasen 

funktionell aktiviert werden und während der Replikation in Abwesenheit von TMPRSS2 auf die 

Aktivierung durch endosomale Cathepsine ausweichen. Interessanterweise wurde für 

MERS-CoV zusätzlich Furin als S-prozessierende Protease identifiziert. Das dibasische Spaltmotiv 

an der S1/S2-Spaltstelle wurde sowohl in der transienten Koexpression als auch in der Infektion 

von Furin gespalten. Die effiziente virale Replikation von MERS-CoV in humanen 

Atemwegszellen erforderte die Anwesenheit beider Proteasen, TMPRSS2 und Furin. TMPRSS2 

war in der Lage, MERS-CoV S während der Koexpression ebenfalls an der S1/S2-Spaltstelle zu 

spalten, konnte während der Infektion allerdings nicht für Furin kompensieren.  
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Zusätzlich wurde gezeigt, dass TMPRSS2 die Hauptaktivierungsprotease des H1N1/1918 ist, sich 

das hochpathogene IAV also hinsichtlich der TMPRSS2-Abhängigkeit nicht von modernen 

H1-Stämmen unterscheidet. H12 und H17 wurden dagegen als TMPRSS2-unabhängige 

HA-Subtypen identifiziert und bilden damit interessante Ausnahmen unter den IAV HAs mit 

monobasischer Spaltstelle. Unerwarteterweise zeigte sich, dass die H17-vermittelte virale 

Replikation sowohl in humanen als auch in Fledertierepithelzellen stark von Furin abhängig war, 

obwohl H17 ein monobasisches Spaltstellenmotiv trägt. H12 dagegen ist hauptsächlich von 

Trypsin-ähnlichen Serinproteasen abhängig (Tabelle 23).  

Tabelle 23: Proteaseabhängigkeit der analysierten CoV und IAV in humanen Atemwegszellen. 

An der S- bzw. HA-Aktivierung der in dieser Arbeit untersuchten CoV und IAV beteiligte Proteasen.  
+++ = stark abhängig, ++ = abhängig, + = beteiligt, − = nicht beteiligt, n.a. = nicht analysiert. 

 TMPRSS2 Furin Cathepsin 
B/L 

Andere Trypsin-ähnliche 
Serinproteasen 

SARS-CoV + − + + 

MERS-CoV ++ (S2‘) ++ (S1/S2) − − 

rH1N1/1918 +++ − n.a. 
+ (HA-Spaltung) 

- (Replikation) 

rH12-SC35M − + − +++ 

rH17-SC35M − +++ − − 
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7. Diskussion 

Die Serinprotease TMPRSS2 spielt eine zentrale Rolle als Wirtsfaktor bei Infektionen mit 

Influenzaviren und CoV. Sie vermittelt die Spaltung der Oberflächenproteine HA bzw. S, wodurch 

die Fusion der viralen mit der Wirtsmembran ermöglicht wird. Für humane IAV und IBV wurde 

TMPRSS2 als Hauptaktivierungsprotease im unteren Respirationstrakt bzw. in alveolären Typ II 

Pneumozyten identifiziert (Limburg et al. 2019). Darüber hinaus legen Überexpressionsstudien 

und Infektionen von TMPRSS2-KO-Mäusen nahe, dass TMPRSS2 auch bei der Aktivierung von 

MERS-CoV S und SARS-CoV S eine wichtige Rolle spielt (Matsuyama et al. 2010; Shirato et al. 

2013; Iwata-Yoshikawa et al. 2019). Die Aktivierung viraler Oberflächenproteine stellt einen 

essentiellen Schritt im viralen Lebenszyklus dar. Wirtsproteasen wie TMPRSS2 bieten daher 

potentielle Angriffspunkte für antivirale Therapien. Dafür ist jedoch ein detailliertes Verständnis 

ihrer Bedeutung im Kontext von Infektionen sowie im physiologischen Zustand erforderlich. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die zuvor beobachtete Hochregulation der TMPRSS2-Expression 

in Calu-3 Zellen durch bakterielle Faktoren weiter untersucht (Schwerdtner et al. 2023). Da 

dieser Mechanismus im Kontext viral-bakterieller Koinfektionen die Virusaktivierung 

beeinflussen könnte, wurden dessen Auswirkungen auf die Replikation von IAV und SARS-CoV-2 

analysiert. Außerdem wurde die TMPRSS2-vermittelte Aktivierung von HA- bzw. S sowie die 

TMPRSS2-Abhängigkeit der viralen Replikation von MERS-CoV, SARS-CoV, IAV H1N1/1918, H12 

und H17 in humanen Atemwegsepithelzellen detailliert untersucht und miteinander verglichen. 

Dabei traten interessante Unterschiede in der Nutzung von Wirtsproteasen zwischen den 

einzelnen Viren zutage. 

7.1. TMPRSS2-Hochregulation in humanen 

Atemwegsepithelzellen durch bakterielle PAMPs 

In der vorliegenden Arbeit und vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die 

respiratorischen Bakterien L. pneumophila und S. pneumoniae in humanen 

Atemwegsepithelzellen der Zelllinie Calu-3 eine Hochregulation der virusaktivierenden Protease 

TMPRSS2 induzieren (Abbildung 9) (Schwerdtner et al. 2023). Es wurden allerdings Unterschiede 

im Ausmaß der Hochregulation festgestellt. Während L. pneumophila zu einer ca. 6-fach 

erhöhten mRNA-Expression führte (Schwerdtner et al. 2023), kam es in Anwesenheit von 

S. pneumoniae zu einem ca. 2,5-fachen Anstieg (Abbildung 9). Vorherige Untersuchungen 
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zeigten, dass bei L. pneumophila in erster Linie Flagellin, der Hauptbestandteil des bakteriellen 

Flagellums, zur Hochregulation der TMPRSS2-mRNA in Calu-3 Zellen beiträgt (Schwerdtner et al. 

2023). Auch P. aeruginosa verursacht eine Hochregulation der TMPRSS2-mRNA in Calu-3 Zellen 

über Flagellin (Ruffin et al. 2021). Eine mögliche Erklärung für den geringeren Effekt von 

S. pneumoniae verglichen mit L. pneumophila liegt daher in den unterschiedlichen verfügbaren 

PAMPs und den Expressionsunterschieden der dazugehörigen PRRs. Bakterielles Flagellin wirkt 

generell im Vergleich zu anderen bakteriellen PAMPs besonders immunstimulatorisch auf 

respiratorische Epithelzellen (Prince 2006). Das wird unter anderem damit begründet, dass TLR5 

konstitutionell auf der apikalen Oberfläche respiratorischer Epithelzellen exprimiert ist und 

zusätzlich in Anwesenheit von Flagellin an die Zelloberfläche rekrutiert wird (Adamo et al. 2004; 

Zhang et al. 2005). S. pneumoniae trägt im Gegensatz zu L. pneumophila kein Flagellum. Als 

gram-positives Bakterium beinhaltet es dafür aber den Zellwandbestandteil LTA, der in 

respiratorischen Epithelzellen von TLR2 erkannt wird (Schwandner et al. 1999). Die Stimulation 

mit LTA führt in Calu-3 Zellen im Vergleich zu Flagellin nur zu einer moderaten Hochregulation 

der TMPRSS2-mRNA-Expression (Schwerdtner et al. 2023). Dies könnte unter anderem darauf 

zurückzuführen sein, dass TLR2 in humanen Bronchialepithelzellen vergleichsweise schwach 

exprimiert wird (Mayer et al. 2007). Darüber hinaus ist zu beachten, dass im Fall von 

L. pneumophila eine MOI von 100 verwendet wurden, während bei S. pneumoniae eine 200-fach 

geringere MOI ausreichend war, um eine vergleichbare Induktion des proinflammatorischen 

Zytokins IL-6 zu erreichen, welches als Kontrolle für eine erfolgreiche Erkennung der Stimuli 

diente. Bei ähnlichen Infektionsdosen lägen deutlich mehr S. pneumoniae-assoziierte PAMPs 

vor, so dass die Unterschiede in der TMPRSS2-mRNA-Expression dann vermutlich geringer 

ausfallen würden.  

Die Ergebnisse demonstrieren, dass S. pneumoniae, eines der am häufigsten bei Koinfektionen 

mit IAV isolierten Bakterien (Chertow und Memoli 2013), in Calu-3 Zellen die mRNA-Expression 

der Serinprotease TMPRSS2 beeinflusst. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass auch 

weitere häufige nicht-flagellierte bakterielle Erreger wie S. aureus und H. influenzae einen Effekt 

auf die TMPRSS2-mRNA-Expression in respiratorischen Epithelzellen haben könnten. S. aureus 

enthält als gram-positives Bakterium wie S. pneumoniae LTA, während in der Zellwand des gram-

negativen H. influenzae LPS zu finden ist. LPS induziert in Calu-3 Zellen ebenfalls eine erhöhte 

TMPRSS2-mRNA-Expression (Schwerdtner et al. 2023). Eine besondere Bedeutung kommt 

allerdings flagellierten respiratorischen Bakterien wie L. pneumophila und P. aeruginosa zu. 

Auch diese sind gelegentlich bei Influenzainfektionen als koinfizierende Erreger zu finden, und 

es wird vermutet, dass die Dunkelziffer höher liegt (Rizzo et al. 2010; Morris et al. 2017). 
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7.1.1. Effekt bakterieller Koinfektionen auf TMPRSS2 und die 

proteolytische Aktivierung viraler Glykoproteine  

In Anwesenheit der respiratorischen Bakterien L. pneumophila und S. pneumoniae, aber auch 

bakterieller Bestandteile wie Flagellin, LTA und LPS, war die mRNA-Expression der 

virusaktivierenden Serinprotease TMPRSS2 in Calu-3 Zellen erhöht (Abbildung 9) (Schwerdtner 

et al. 2023). Da TMPRSS2 die Hauptaktivierungsprotease für IAV mit HA mit monobasischer 

Spaltstelle in diesen Zellen ist, könnte eine erhöhte Expression zu einer verstärkten 

Virusaktivierung führen (Limburg et al. 2019; Bestle et al. 2021). Auch die Replikation von 

SARS-CoV-2 in Calu-3 Zellen ist TMPRSS2-abhängig (Bestle et al. 2020). Voraussetzung dafür, 

einen Effekt auf die Oberflächenproteinspaltung beobachten zu können ist, dass neben der 

mRNA- auch die Proteinexpression von TMPRSS2 durch bakterielle Faktoren hochreguliert ist. 

Das wurde in dieser Arbeit am Beispiel von Flagellin bestätigt (Abbildung 11A). 

Eine verstärkte TMPRSS2-Expression in den humanen Atemwegen ist bereits als Risikofaktor für 

Infektionen mit IAV und SARS-CoV-2 beschrieben. Zwei SNPs, die gesteigerte TMPRSS2-

Expressionslevel zur Folge haben, wurden mit einem größeren Risiko für schwere Verläufe nach 

H1N1pdm-Infektion und mit einer erhöhten Suszeptibilität für Infektionen mit dem 

zoonotischen IAV H7N9 assoziiert (Cheng et al. 2015). Außerdem wurden sie mit einer 

zunehmenden Suszeptibilität gegenüber SARS-CoV-2 sowie mit einer höheren COVID-19-

Fallsterblichkeitsrate in Verbindung gebracht (Schönfelder et al. 2021; Pandey et al. 2022; 

Posadas-Sánchez et al. 2022; Andrade et al. 2022). Darüber hinaus ist bei verschiedenen 

Vorerkrankungen, die als Risikofaktoren für COVID-19 bzw. schwere Krankheitsverläufe 

identifiziert wurden, eine hochregulierte TMPRSS2-Expression beschrieben. Unter anderem ist 

die Expression der Protease im Respirationstrakt von Raucher*innen und an COPD Erkrankten 

deutlich gesteigert (Saheb Sharif-Askari et al. 2020; Fließer et al. 2021; Watson et al. 2021; Brake 

et al. 2022). Der Anstieg der TMPRSS2-Expression durch bakterielle PAMPs könnte demnach im 

Kontext von bakteriellen Koinfektionen ebenfalls einen Risikofaktor für eine erhöhte 

Suszeptibilität oder schwere Krankheitsverläufe von Influenza- oder CoV-Infektionen darstellen. 

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Expressionslevel von TMPRSS2 und der 

Virusaktivierung bzw. der viralen Replikation wurde bislang noch nicht gezeigt. In der 

vorliegenden Arbeit wurde daher das Wachstum von IAV und SARS-CoV-2 in Calu-3 Zellen 

analysiert, in denen durch die Flagellin-Stimulation TMPRSS2 verstärkt exprimiert wurde. 

Obwohl die Erhöhung der viralen Titer der TMPRSS2-abhängigen IAV-Subtypen H1N1pdm und 

rH3N2 nach Flagellin-Stimulation nicht signifikant war, war dennoch ein leichter Anstieg 

erkennbar (Abbildung 12A). Darüber hinaus war die HA-Spaltung insbesondere im Fall von 
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rH3N2 nach Flagellin-Stimulation deutlich gesteigert (Abbildung 12B). Die beobachtete 

Zunahme der viralen Titer um das 3-5-fache und der HA-Spaltung könnte ausreichen, um die 

Virusausbreitung und den Krankheitsverlauf in vivo zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu war die 

Replikation von SARS-CoV-2 nach Flagellin-Stimulation der Calu-3 Zellen unverändert (Abbildung 

12C).  

Die Unterschiede zwischen IAV und SARS-CoV-2 könnten auf die komplexe Aktivierung des CoV 

S im Vergleich zum IAV HA zurückzuführen sein. IAV HA wird posttranslational während des 

Transports zur Zelloberfläche im TGN an einer einzigen Spaltstelle von TMPRSS2 prozessiert 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2010). CoV S muss dagegen sequentiell an zwei verschiedenen 

Stellen gespalten werden (Belouzard et al. 2009). Die S2‘-Spaltung von SARS-CoV-2 S durch 

TMPRSS2 erfolgt beim Eintritt der Viren in die Zielzelle an oder nahe der Zelloberfläche 

(Böttcher-Friebertshäuser et al. 2018). Voraussetzung dafür ist zum einen die vorherige 

intrazelluläre S1/S2-Spaltung durch Furin (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b). Außerdem 

ist beschrieben, dass für die S2‘-Spaltung zunächst die Bindung an den zellulären Rezeptor ACE2 

vonnöten ist (Yu et al. 2022). Sowohl Furin als auch ACE2 sind allerdings nach der Stimulation 

mit Flagellin in Calu-3 Zellen nicht hochreguliert (Abbildung 13), was die S2‘-Spaltung durch 

TMPRSS2 limitieren könnte. Neben der Funktion als Rezeptor für einige CoV spielt ACE2 eine 

Rolle als Regulator von TMPRSS2 und ist daher auch an der Aktivierung von IAV HA beteiligt 

(Heindl et al. 2024). Möglicherweise ist demnach der geringe Effekt der TMPRSS2-

Hochregulation auf die IAV-Replikation ebenfalls teilweise auf die unveränderte ACE2-

Expression zurückzuführen. 

Des Weiteren könnte die Menge an Glykoproteinen auf der Oberfläche der IAV bzw. SARS-CoV-2 

Virionen einen Unterschied machen. Während SARS-CoV-2 ca. 20-40 S-Trimere auf der 

Oberfläche trägt, sind es bei IAV-Partikeln bis zu 400 HA-Trimere (Inglis et al. 1976; Harris et al. 

2006; Turoňová et al. 2020). Möglicherweise werden die wenigen S bereits durch geringere 

Mengen TMPRSS2 ausreichend aktiviert, während die verstärkte TMPRSS2-Expression für die 

Aktivierung einer größeren Menge HA sorgen könnte. Dagegen spricht, dass nach Zugabe von 

exogenem Trypsin zwar eine verstärkte HA-Spaltung beobachtet wurde, dies jedoch keine 

Auswirkungen auf die virale Replikation hatte (Abbildung 12A,B). Diese Beobachtung weist 

darauf hin, dass in unbehandelten Calu-3 Zellen bereits genügend TMPRSS2 exprimiert wird, um 

eine effiziente HA-Aktivierung und Replikation zu ermöglichen. In Zellen mit einem geringeren 

TMPRSS2-Expressionslevel oder in Anwesenheit natürlicher Proteaseinhibitoren könnte die 

beobachtete Hochregulation von TMPRSS2 dagegen eine größere Rolle spielen. 
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Calu-3 Zellen sind ein bewährtes Modellsystem zur Untersuchung von Infektionen 

respiratorischer Epithelzellen mit Influenzaviren und CoV (Laporte et al. 2019; Limburg et al. 

2019; Bestle et al. 2020). Als Karzinom-abgeleitete Zelllinie können sie jedoch die Situation in 

vivo nur begrenzt widerspiegeln. Eine Alternative bieten primäre HBEC, in denen TMPRSS2 

ebenfalls als Hauptaktivierungsprotease für IAV HA mit monobasischer Spaltstelle identifiziert 

wurde (Limburg et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Flagellin-

vermittelte Hochregulation der TMPRSS2-mRNA auch in primären HBEC beobachtet werden 

kann (Abbildung 11B). Dabei fiel auf, dass die Hochregulation 4 h nach der Stimulation signifikant 

war. Die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 ist bekanntermaßen bereits kurze 

Zeit nach der Flagellin-Stimulation zu beobachten (Nakamoto et al. 2019). Dies ist 

höchstwahrscheinlich auf die Regulation durch NF-κB zurückzuführen, welche über den 

kanonischen Weg innerhalb kurzer Zeit zur Transkription proinflammatorischer Zytokine führt 

(Chen und Greene 2004). Die hier gezeigten Untersuchungen lassen darauf schließen, dass auch 

die Flagellin-vermittelte Hochregulation der TMPRSS2-mRNA-Expression von NF-κB abhängig 

ist: In Calu-3 Zellen war in Anwesenheit eines NF-κB Inhibitors neben der IL-6 Expression auch 

die TMPRSS2-Expression signifikant reduziert (Abbildung 10B). Mittels eines Zell-Viabilität-

Assays konnte ausgeschlossen werden, dass der Effekt auf eine Zytotoxizität des Inhibitors 

zurückzuführen sein könnte (Abbildung 10A). Im Einklang damit wurde auch in Calu-3 Zellen 

bereits beobachtet, dass es nach 4 h zu einem ersten Höhepunkt der TMPRSS2-mRNA-

Expression kam (Schwerdtner et al. 2023). Während in Calu-3 Zellen 24 h nach der Stimulation 

mit Flagellin ein erneuter Anstieg der TMPRSS2-mRNA-Expression zu beobachten war, war dies 

in primären HBEC nicht der Fall (Abbildung 11B). Es liegen demnach Unterschiede in der 

Regulation der TMPRSS2-Expression zwischen Calu-3 und HBEC vor, was unterstreicht, dass die 

in Calu-3 Zellen gewonnenen Ergebnisse in primären Zellkulturen überprüft werden sollten. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise darauf, dass der beobachtete Mechanismus der 

Hochregulation der TMPRSS2-Expression durch bakterielle PAMPs in primären HBEC und damit 

möglicherweise auch im humanen Respirationstrakt in vivo zu finden ist. Dabei ist zu beachten, 

dass hier undifferenzierte HBEC verwendet wurden, bei denen es sich vornehmlich um 

Basalzellen handelte. Das respiratorische Epithel besteht hingegen aus einem komplexen 

Netzwerk aus Basalzellen, zilierten Zellen und mukusproduzierenden Becherzellen, welches 

besser durch differenzierte HBEC repräsentiert wird. Clark et al. zeigten, dass die Immunantwort 

in Folge einer Flagellin-Stimulation in unter air-liquid-interface (ALI)-Bedingungen 

differenzierten HBEC im Vergleich zu undifferenzierten Zellen reduziert war (Clark et al. 2015). 

Demnach könnte auch die TMPRSS2-Hochregulation in differenzierten HBEC geringer ausfallen. 

Allerdings unterscheidet sich die subzelluläre Lokalisation von TMPRSS2 zwischen den 
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verschiedenen Zelltypen: Während TMPRSS2 in Basalzellen intrazellulär zu finden ist, ist die 

Protease in zilierten Zellen vornehmlich an der Spitze der Zilien lokalisiert (Limburg et al. 2019), 

was die Erkennung bakterieller PAMPs durch TMPRSS2 in zilierten Zellen verbessern könnte. 

Darüber hinaus sind bei Schädigung der zilierten und mukusproduzierenden Zellen im Rahmen 

der Wundheilung häufig vornehmlich basale Zellen im Respirationstrakt zu finden (Rock et al. 

2010). Die durch bakterielle PAMPs verstärkte TMPRSS2-Expression in Basalzellen könnte daher 

im Kontext viral-bakterieller Koinfektionen trotzdem eine Rolle spielen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bakterielle Erreger wie S. pneumoniae und 

L. pneumophila in den humanen Atemwegen zu einer erhöhten Expression der 

virusaktivierenden Protease TMPRSS2 beitragen könnten. Dies könnte unter Umständen die 

virale Replikation TMPRSS2-abhängiger Viren wie IAV, SARS-CoV-2, MERS-CoV oder 

Parainfluenzaviren begünstigen und dadurch zu der beobachteten erhöhten Morbidität und 

Mortalität bei viral-bakteriellen Koinfektionen im Vergleich zu Einzelinfektionen beitragen. 

Darüber hinaus ist beschrieben, dass HCoV-HKU1, aber auch das hämorrhagische Toxin von 

Paeniclostridium sordellii TMPRSS2 als Rezeptor nutzen (Saunders et al. 2023; Li et al. 2022). 

Auch auf diese Erreger könnte die verstärkte TMPRSS2-Expression Auswirkungen haben. 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Relevanz des beschriebenen Mechanismus 

während einer Koinfektion in vivo zu bestimmen. 

7.1.2. Rolle von TMPRSS2 in der angeborenen Immunantwort 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Flagellin-vermittelte Hochregulation der 

TMPRSS2-mRNA-Expression in Calu-3 Zellen vom Transkriptionsfaktor NF-κB abhängt, der 

vornehmlich in die Regulation der angeborenen Immunantwort involviert ist (Kawai und Akira 

2007). Die Behandlung mit einem NF-κB Inhibitor führte zu einer signifikant reduzierten 

Flagellin-vermittelten TMPRSS2-Hochregulation (Abbildung 10B). Die Bindung von NF-κB an 

DNA erfolgt über die Erkennung des κB-DNA-Elements und wird von verschiedenen Faktoren, 

wie z.B. Chromatinmodifikationen und der Zusammensetzung der NF-κB-Untereinheiten, 

beeinflusst (Chen et al. 1998a; Wan und Lenardo 2009). In der Promotorregion von TMPRSS2 

wurde bislang keine NF-κB-Bindestelle beschrieben, so dass es weiterer Untersuchungen dazu 

bedarf, wie die TMRSS2-mRNA-Expression über NF-κB reguliert wird. 

Vorhergehende Untersuchungen wiesen darauf hin, dass zusätzlich der p38 MAPK/ERK-

Signalweg in die Hochregulation von TMPRSS2 involviert sein könnte (Schwerdtner et al. 2023). 

Über diesen Signalweg werden Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie aktiviert, die ebenfalls 

die Expression proinflammatorischer Gene induzieren (Kawasaki und Kawai 2014). Eine AP-1-
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Bindestelle ist in der 5‘ untranslated region (UTR) des TMPRSS2-Gens zu finden (Lin et al. 1999). 

Es ist daher denkbar, dass AP-1-Transkriptionsfaktoren die Transkription von TMPRSS2 direkt 

induzieren können. Darüber hinaus ist beschrieben, dass MAPKs den Androgenrezeptor (AR) 

phosphorylieren, wodurch dessen Aktivität als Transkriptionsfaktor verstärkt wird (Bennett et 

al. 2010). Im TMPRSS2-Promotor ist ein Androgen-response element (ARE) enthalten, und in der 

Prostata, insbesondere im Kontext von Prostatakarzinomen, ist die androgenabhängige 

Regulation von TMPRSS2 bereits beschrieben (Jacquinet et al. 2001; Lin et al. 1999; Clinckemalie 

et al. 2013). Auch im Respirationstrakt wird der AR exprimiert (Uhlén et al. 2015), so dass die 

MAPKs hier über diesen Weg Einfluss auf die TMPRSS2-Transkription nehmen könnten. In 

unmittelbarer Nähe des AREs im TMPRSS2-Promotor liegt eine GATA2-Bindestelle. Der 

Transkriptionsfaktor GATA2 kooperiert in Prostatakrebszellen mit dem AR, um die Transkription 

von TMPRSS2 zu regulieren (Clinckemalie et al. 2013). In acute myeloid leukemia Zellen ist die 

Transkription verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β abhängig von der 

Phosphorylierung von GATA2 durch die MAPK p38 und ERK (Katsumura et al. 2016). Der MAPK-

Signalweg könnte folglich auch über GATA2 Einfluss auf die TMPRSS2-Expression in 

respiratorischen Epithelzellen nehmen. Interessanterweise wurde für die Lungenepithelzelllinie 

A549 und in primären immortalisierten humanen Alveolarepithelzellen bereits gezeigt, dass die 

TMPRSS2-Expression nach Stimulation mit IL-1β und TNFα über den p38 MAPK/GATA2-

Signalweg hochreguliert wurde (Cioccarelli et al. 2021).  

Während die Rolle der verschiedenen Transkriptionsfaktoren noch detaillierter untersucht 

werden muss, wurde durch die vorliegende und andere Arbeiten deutlich, dass die TMPRSS2-

Expression im respiratorischen Epithel im Zusammenhang mit der Stimulation von TLRs steht. 

Zunächst konnten Iwata-Yoshikawa et al. zeigen, dass TMPRSS2-KO-Mäuse auf die Stimulation 

mit dem TLR3-Liganden PolyI:C mit einer verminderten Zytokin- und Chemokinausschüttung 

reagierten (Iwata-Yoshikawa et al. 2019). Die Untersuchungen von Hose et al. zeigten, dass es in 

humanen respiratorischen Epithelzellen nach Stimulation mit PolyI:C zu einer Hochregulation 

von TMPRSS2 auf mRNA- und Proteinebene kam (Hose et al. 2024). Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit und vorhergehenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass TMPRSS2 außerdem nach 

Stimulation der TLRs 5, 2 und 4 verstärkt exprimiert ist (Abbildung 9) (Schwerdtner et al. 2023; 

Ruffin et al. 2021). Demzufolge liegt die Vermutung nahe, dass die TMPRSS2-Expression im 

Rahmen der angeborenen Immunantwort hochreguliert wird und ihre physiologische Funktion 

möglicherweise im Kontext von (bakteriellen) Infektionen zu finden ist. Interessanterweise 

wurde im Einklang damit beobachtet, dass die Behandlung nasaler Basalzellen mit dem 

antimikrobiellen und antiinflammatorischen Medikament Azithromyzin zu einer signifikanten 

Herunterregulierung Expression von TMPRSS2 führte (Renteria et al. 2020).  
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Die Beobachtungen von Iwata-Yoshikawa et al. deuten darauf hin, dass TMPRSS2 an der 

Expression oder der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine beteiligt sein 

könnte (Iwata-Yoshikawa et al. 2019). Entsprechend wurde gezeigt, dass TMPRSS2 die 

Zytokiexpression in murinen dendritischen Zellen beeinflusst (Gunne et al. 2023). Angesichts der 

weitreichenden Auswirkungen des TMPRSS2-KOs auf verschiedene Zytokine ist es 

unwahrscheinlich, dass TMPRSS2 direkt einzelne Zytokine prozessiert. Stattdessen legen die 

bisherigen Erkenntnisse nahe, dass TMPRSS2 einen für die Reifung oder Inaktivierung mehrerer 

Zytokine verantwortlichen Faktor aktivieren könnte. Ähnliches ist für die Serinproteasen 

Plasmin, Trypsin und KLK5 beschrieben, welche Meprin-Metalloprotasen proteolytisch 

aktivieren (Herzog et al. 2019). Diese prozessieren im Anschluss eine Reihe von Zytokinen und 

Zytokinrezeptoren. Da TMPRSS2 autokatalytisch aktiviert wird, wurde schon früh vermutet, dass 

die Protease eine proteolytische Kaskade in Gang setzen könnte (Afar et al. 2001). Eine 

Möglichkeit wäre die Aktivierung der Matrixmetalloproteinase-7 (MMP-7, Matrilysin) durch 

TMPRSS2. MMP-7 wird wie TMPRSS2 über die Anwesenheit von Bakterien reguliert, und ihre 

Sekretion ist ebenfalls nach der Stimulation von respiratorischen Epithelzellen mit Flagellin 

erhöht (López-Boado et al. 2001). Die Metalloprotease ist für die Aktivierung von α-Defensinen 

zuständig, welche zu den antimikrobiellen Peptiden gehören (Wilson et al. 1999). In vitro kann 

die Aktivierung des MMP-7 Zymogens von Trypsin durchgeführt werden, die 

Aktivierungsprotase in vivo ist dagegen bislang unbekannt (Crabbe et al. 1992; Imai et al. 1995).  

Besonders umfassend wurde die Funktion von TMPRSS2 in der Prostata, insbesondere in 

Prostatakrebszellen, erforscht. Es ist beschrieben, dass TMPRSS2 dort über die proteolytische 

Aktivierung von HGF und des G-Protein-gekoppelte Rezeptors PAR-2 zur Metastasierung 

beiträgt (Wilson et al. 2005; Lucas et al. 2008). PAR-2 wird auch in Atemwegsepithelzellen 

exprimiert und ist dort nach Allergenstimulation an der Sekretion von Chemokinen und 

Cytokinen wie IL-25 beteiligt (Kouzaki et al. 2009; Kouzaki et al. 2013). Sollte TMPRSS2 auch im 

Respirationstrakt PAR-2 aktivieren, könnte die Protease so zur Zytokin- und 

Chemokinfreisetzung beitragen. Für die Serinprotease HAT ist bereits beschrieben, dass sie in 

HBEC über die Aktivierung von PAR-2 zu einer verstärkten Freisetzung von IL-8 führt (Miki et al. 

2019; Liu et al. 2013). Darüber hinaus aktiviert TMPRSS11E/DESC1, eine TTSP aus der Familie der 

HAT-ähnlichen Serinproteasen, PAR-1 und vermittelt so ebenfalls eine verstärkte 

Zytokinfreisetzung, unter anderem von IL-1β, IL-6 und TNF-α (Zhang et al. 2023). 

Interessanterweise ist TMPRSS11E wie TMPRSS2 in der Lage, IAV HA und CoV S zu prozessieren 

und ist außerdem ebenfalls in Atemwegsepithelzellen hochreguliert, wenn diese mit LPS oder 

Poly(I:C) stimuliert wurden (Zmora et al. 2014; Zhang et al. 2023). Die mögliche Aktivierung von 

PAR-2 durch TMPRSS2 in Atemwegsepithelzellen bietet über die Zytokinfreisetzung hinaus 
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zahlreiche potentielle Effektormechanismen, da PAR-2 mit einer Vielzahl zellulärer Rezeptoren, 

einschließlich weiterer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, nucleotide-binding oligomerization 

domain (NOD)-like Rezeptoren und anderer PARs, interagiert und komplexe Signalkaskaden 

initiieren kann (Gieseler et al. 2013).  

Abschließend lässt sich festhalten, dass die Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammenhang mit 

vorhergehenden Studien darauf hinweisen, dass die physiologische Funktion von TMPRSS2 in 

der antimikrobiellen Immunantwort liegen könnte. Weitere Untersuchungen sind notwendig, 

um die in die Transkription von TMPRSS2 involvierten Signalwege zu entschlüsseln, sowie die 

konkreten Zielproteine der Protease in humanen Atemwegsepithelzellen zu identifizieren.  

7.2. Proteolytische Aktivierung von SARS-CoV S und 

MERS-CoV S durch Wirtsproteasen 

Das Oberflächenglykoprotein S der CoV muss sequentiell an den beiden Spaltstellen S1/S2 und 

S2‘ prozessiert werden, um erfolgreich die Fusion der viralen mit der Wirtszellmembran zu 

vermitteln (Belouzard et al. 2009). Die Spaltstellenmotive der zoonotischen CoV SARS-CoV und 

MERS-CoV unterscheiden sich dabei deutlich. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 

dementsprechend auch die Proteasenutzung der beiden CoV unterschiedlich ist (Tabelle 23). In 

vitro war TMPRSS2 in der Lage, beide S an jeweils beiden Spaltstellen zu prozessieren (Abbildung 

14). MERS-CoV S wurde dabei mit höherer Effizienz gespalten als SARS-CoV S. Im Gegenzug 

konnte SARS-CoV S neben TMPRSS2 auch von mTMPRSS4 und mTMPRSS13 gespalten und 

funktionell aktiviert werden (Abbildung 15, Abbildung 16). Für eine effiziente Replikation und 

S-Aktivierung in humanen Atemwegsepithelzellen war MERS-CoV auf TMPRSS2 angewiesen 

(Abbildung 18). Zusätzlich wurde Furin für die Prozessierung der S1/S2-Spaltstelle benötigt. Die 

SARS-CoV Replikation war dagegen in Abwesenheit von TMPRSS2 nur vergleichsweise gering 

reduziert (Abbildung 17). Das Virus nutzte alternativ endosomale Cathepsine für die 

S-Aktivierung, weitere Serinproteasen spielten dagegen eine vernachlässigbare Rolle.  

7.2.1. Aktivierung von SARS-CoV und MERS-CoV durch TMPRSS2 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass TMPRSS2 in der Lage ist, beide Spaltstellen von SARS-CoV S 

und MERS-CoV S zu spalten. Allerdings wurden Unterschiede in der Effizienz der Spaltung 

festgestellt. Im FRET-Assay war die Spaltrate der MERS-CoV S1/S2 und S2‘ Peptide jeweils 

ca. 5-fach erhöht im Vergleich zu den Peptiden, welche die SARS-CoV S-Spaltstellen 
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repräsentierten (Abbildung 14B). Dies legt nahe, dass die Aminosäuresequenz an der Spaltstelle 

die Erkennung, Bindung oder Spaltung durch TMPRSS2 beeinflusst. Das von Trypsin-ähnlichen 

Serinproteasen als Erkennungssequenz benötigte einzelne Arginin ist an allen Spaltstellen 

vorhanden. Studien der Kristallstruktur von TMPRSS2 zeigten, dass die Protease zusätzlich 

vermutlich kleine oder elektronegative Aminosäuren an P2 des Substrats präferiert, während 

die Aminosäureseitenketten an P3 und P4 keine Rolle zu spielen scheinen (Fraser et al. 2022). 

Entsprechend ist an P2 der MERS-CoV S1/S2-Spaltstelle ein Valin und an der S2‘-Spaltstelle ein 

Alanin zu finden- beides relativ kleine Aminosäuren (Abbildung 14A). An P2 der SARS-CoV-

Spaltstellen finden sich dagegen Leucin bzw. Lysin, welche beide eher zu den größeren 

Aminosäuren gehören. Das Lysin an P2 der S2‘-Spaltstelle ist zudem elektropositiv. Die 

S1/S2-Spaltstellen von SARS-CoV-2 S, welche ein Alanin an P2 enthält, wurde im FRET-Assay 

nahezu genauso effizient von TMPRSS2 gespalten wie die S1/S2-Spaltstelle von MERS-CoV S. An 

der S2‘-Spaltstelle trägt SARS-CoV-2 S dagegen wie SARS-CoV S ein Lysin an P2 und wurde 

konsequenterweise relativ ineffizient prozessiert.  

Interessanterweise ließen sich die Unterschiede in der Spalteffizienz aus dem FRET-Assay auch 

in der Koexpression von MERS-CoV S bzw. SARS-CoV S mit TMPRSS2 in HeLa Zellen beobachten 

(Abbildung 14D). Während die SARS-CoV S-Spaltprodukte nur zu geringen Leveln detektiert 

wurden, erfolgte die MERS-CoV S2‘-Spaltung durch TMPRSS2 sehr effizient. MERS-CoV S1/S2 

wurde von einer endogen in HeLa Zellen exprimierten Protease prozessiert, die als Furin 

identifiziert wurde (siehe 7.2.2). Bei Inhibierung von Furin war TMPRSS2 in der Lage, auch 

MERS-CoV S1/S2 mit hoher Effizienz zu spalten. In der transienten Koexpression beeinflussen 

neben der Aminosäuresequenz auch die Sekundär- und Tertiärstruktur von S die Spalteffizienz 

durch TMPRSS2. Beispielsweise zeigten Untersuchungen zur S1/S2-Spaltstellenstruktur von 

SARS-CoV-2 S, dass der Spaltstellenbereich durch ein Prolin an P5 exponiert ist, was die Bindung 

und Spaltung durch Furin erleichtern könnte (Lemmin et al. 2020). Auch MERS-CoV S enthält an 

P5 der S1/S2-Spaltstelle ein Prolin (Abbildung 14A), so dass diese Spaltstelle potentiell besser 

von Wirtsproteasen wie Furin und TMPRSS2 erreicht wird, während die S1/S2-Spaltstelle von 

SARS-CoV weniger gut zugänglich ist. Das aus der S2‘-Spaltung resultierende Spaltprodukt S2‘ 

wurde sowohl bei SARS-CoV als auch bei MERS-CoV in ähnlichen Mengen wie das erste 

Spaltprodukt S2 detektiert. Neben den Aminosäuresequenzunterschieden könnten demzufolge 

die Unterschiede in der Effizienz der ersten Spaltung ausschlaggebend für die Spaltung der 

S2‘-Spaltstelle sein.  

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit Unterschiede in der viralen Replikation in 

Calu-3 Zellen zwischen SARS-CoV und MERS-CoV beobachtet, wenn TMPRSS2 spezifisch inhibiert 
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wurde. SARS-CoV war in Calu-3 Zellen nur vergleichsweise wenig auf TMPRSS2 angewiesen 

(Abbildung 17A), während MERS-CoV in den humanen Atemwegsepithelzellen TMPRSS2-

abhängig replizierte (Abbildung 18A). Die SARS-CoV Titer waren in Abwesenheit aktiver 

TMPRSS2 lediglich weniger als 100-fach im Vergleich zu unbehandelten Zellen reduziert. Dies 

war überraschend, da bislang angenommen wurde, dass die beiden Spaltstellen von SARS-CoV 

S, welche beide durch einzelne Arginine charakterisiert werden, von TMPRSS2 aktiviert werden. 

Allerdings reihte sich die Beobachtung in die vorhergehenden Ergebnisse ein, nach denen die 

Spaltung von MERS-CoV S durch TMPRSS2 deutlich effizienter von statten ging als die SARS-CoV 

S-Aktivierung. Interessanterweise beobachteten auch schon Iwata-Yoshikawa et al., dass die 

Pathogenese von MERS-CoV in TMPRSS2-KO-Mäusen stärker reduziert war, als die von 

SARS-CoV, was ebenfalls auf eine stärkere TMPRSS2-Abhängigkeit von MERS-CoV hindeutete 

(Iwata-Yoshikawa et al. 2019).  

7.2.2. Rolle von Furin bei der MERS-CoV S-Aktivierung 

Bei der transienten Expression von MERS-CoV S in HeLa Zellen wurde beobachtet, dass die 

S1/S2-Spaltung durch eine endogene Protease vermittelt wurde (Abbildung 14D). Mithilfe des 

Inhibitors MI-1851 wurde Furin als verantwortliche Wirtsprotease identifiziert. Die Spaltbarkeit 

von MERS-CoV S durch Furin wird kontrovers diskutiert. Einerseits wurde beobachtet, dass Furin 

für die effiziente Infektion von Huh7 Leberepithelzellen notwendig ist und dass die MERS-CoV 

Replikation bei Inhibition von Furin in verschiedenen Zelllinien reduziert ist (Burkard et al. 2014; 

Millet und Whittaker 2015). Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien, dass die Spaltung durch 

PCs für die S-vermittelte Zell-Zell-Fusion, die Infektiosität und die virale Replikation von 

MERS-CoV nicht benötigt wird (Gierer et al. 2015; Matsuyama et al. 2018). Isolierte 

Untersuchungen der Spaltmotive resultierten ebenfalls in unterschiedlichen Ergebnissen. 

Während zunächst gezeigt wurde, dass das dibasische Motiv an S2’ effizient von Furin gespalten 

wird (Jaimes et al. 2019), wurde später konträr dazu beobachtet, dass es nicht ausreichend für 

die Furinspaltung war (Örd et al. 2020). Zudem wurde demonstriert, dass das S1/S2 Spaltmotiv 

von MERS-CoV im Vergleich zur SARS-CoV-2 S1/S2-Spaltstelle sehr ineffizient von Furin 

gespalten wird (Bestle et al. 2020).  

Die bisherigen widersprüchlichen Ergebnisse unterstreichen zum einen, dass die S-Aktivierung 

sich zwischen verschiedenen Zelltypen unterscheiden kann. Darüber hinaus kommt es zu 

unterschiedlichen Ergebnissen je nachdem, ob die Spaltstellenbereiche isoliert betrachtet 

werden, wie z.B. im FRET-Assay, S transient exprimiert wird oder ob S-tragende Pseudoviren auf 

ihren Zelleintritt untersucht werden. Infolgedessen wurde in dieser Arbeit die Furinabhängigkeit 
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der viralen Replikation von authentischem MERS-CoV in humanen Atemwegsepithelzellen 

analysiert, welche die Zielzellen der Infektion in vivo repräsentieren. Es wurde deutlich, dass 

MERS-CoV in Calu-3 Zellen nicht nur auf TMPRSS2, sondern auch auf Furin angewiesen war 

(Abbildung 18B). Wurden beide Proteasen gleichzeitig inhibiert, waren die viralen Titer 24 h p.i. 

unter das Detektionslimit reduziert. In den Lysaten infizierter Zellen waren keine 

S-Spaltprodukte und in den Überständen nicht einmal S0 detektierbar (Abbildung 18C,D). Furin 

ist damit neben TMPRSS2 essentiell für die multizyklische Replikation von MERS-CoV in Calu-3 

Atemwegsepithelzellen. 

Interessanterweise war zu beobachten, dass Furin sowohl in infizierten als auch transfizierten 

Zellen lediglich die S1/S2-Spaltung, aber nicht die S2‘-Spaltung von MERS-CoV S übernahm 

(Abbildung 14D, Abbildung 18D). Die Vermutung liegt nahe, dass bei der Erkennung der 

Spaltstelle durch Furin die Exposition des Bereichs durch das Prolin an P5 ausschlaggebend sein 

könnte, wie es bereits für SARS-CoV-2 S vorgeschlagen wurde (Lemmin et al. 2020). An der 

S2‘-Spaltstelle ist an P5 stattdessen ein Serin zu finden (Abbildung 14A). Während der Infektion 

könnte darüber hinaus die subzelluläre Lokalisierung und die zeitliche Abfolge der Spaltungen 

eine Rolle spielen. Für SARS-CoV-2 ist publiziert, dass die S1/S2-Spaltung intrazellulär durch Furin 

erfolgt (Bestle et al. 2020; Hoffmann et al. 2020b). Die S2‘-Prozessierung durch TMPRSS2 

während des Viruseintritts erfordert dagegen die vorherige Bindung an den zellulären Rezeptor 

ACE2 (Yu et al. 2022). Auch für MERS-CoV ist durch die in dieser Arbeit gezeigten Daten evident, 

dass die S1/S2-Spaltung vor der Freisetzung der Viruspartikel intrazellulär erfolgt, während S2‘ 

an oder nahe der Zelloberfläche im Zuge des Viruseintritts prozessiert wird, da im Überstand 

infizierter Zellen S2, aber nicht S2‘ detektiert wurde (Abbildung 18D). Interessanterweise 

interagieren die CoV Rezeptoren ACE2 und DPP4 mit TMPRSS2, wodurch die Nutzung von 

TMPRSS2 als S2‘-Aktivierungsprotease für die Viren vorteilhaft sein könnte (Shulla et al. 2011; 

Heindl et al. 2024; Hapke 2024). DPP4 interagiert zwar ebenfalls mit Furin, allerdings in 

geringerem Ausmaß (Hapke 2024).  

Die subzelluläre Lokalisierung könnte darüber hinaus erklären, weshalb TMPRSS2 zwar in der 

Lage war, das MERS-CoV S1/S2-FRET-Substrat zu spalten (Abbildung 14B) und in Abwesenheit 

von Furin koexprimiertes S an dieser Spaltstelle zu prozessieren (Abbildung 14D), während der 

Infektion von Calu-3 Zellen aber nicht vollständig für Furin kompensieren konnte (Abbildung 

18B,D). Transient exprimiertes S wird vom ER entlang des sekretorischen Wegs über das TGN an 

die Zelloberfläche transportiert. Im TGN findet die Aktivierung von Influenzavirus HA durch 

TMPRSS2 statt (Böttcher-Friebertshäuser et al. 2010), was vermuten lässt, dass auch CoV S dort 

gespalten werden kann. Während der Infektion wird S allerdings vom ER direkt ins ERGIC 
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transportiert, wo die CoV-Partikel in das ERGIC-Lumen abknospen (Saraste und Prydz 2021). Es 

gibt Hinweise darauf, dass TMPRSS2 auch im ERGIC exprimiert wird (Bestle 2022), allerdings ist 

unbekannt, ob TMPRSS2 dort möglicherweise weniger aktiv ist oder ein wichtiger Kofaktor fehlt. 

Beispielsweise wurde ACE2 als Kofaktor für TMPRSS2 beschrieben, welcher die Aktivität der 

Protease erhöhen bzw. stabilisieren kann, es ist jedoch bislang nichts über die Interaktion von 

TMPRSS2 und ACE2 im ERGIC bekannt (Heindl et al. 2024). Ein gewisser Anteil von MERS-CoV S 

wird in Abwesenheit von Furin vermutlich beim Viruseintritt durch TMPRSS2 an der S1/S2-

Spaltstelle prozessiert, so dass die multizyklische Replikation des Virus möglich, aber 

verlangsamt ist (Abbildung 18B). 

7.2.3. Engagement weiterer Serinproteasen und endosomaler 

Cathepsine für die SARS-CoV S-Spaltung 

Die vorliegende Studie demonstriert, dass die SARS-CoV Replikation in Calu-3 Zellen deutlich 

weniger abhängiger von TMPRSS2 war als die Replikation von MERS-CoV (Abbildung 17A, 

Abbildung 18A). Interessanterweise wurden darüber hinaus Unterschiede in der S-Aktivierung 

durch die Trypsin-ähnlichen Serinproteasen HAT, mTMPRSS4 und mTMPRSS13 zwischen 

SARS-CoV und MERS-CoV festgestellt. HAT und mTMPRSS13 waren in der Lage, SARS-CoV S bei 

Koexpression zu spalten (Abbildung 15A). Allerdings resultierte die Spaltung lediglich in einem 

einzigen Spaltprodukt, welches ungefähr S2 entsprach, also der Prozessierung an der S1/S2-

Spaltstelle. Im Fall von mTMPRSS13 war dies ausreichend, um die S-vermittelte Zell-Zell-Fusion 

zu ermöglichen, während HAT konträr zu vorhergehenden Studien dazu nicht in der Lage war 

(Abbildung 16A,B) (Bertram et al. 2011). Auch mTMPRSS4 ermöglichte die SARS-CoV 

S-vermittelte Zell-Zell-Fusion, obwohl im Western Blot keine Spaltprodukte detektiert wurden 

(Abbildung 16A,B). Vermutlich waren die S1/S2- und die S2‘-Spaltung durch mTMPRSS4 bzw. die 

S2‘-Spaltung durch mTMPRSS13 relativ ineffizient, so dass der Nachweis der entsprechenden 

Spaltprodukte nicht erfolgreich war, obwohl die Fusion vermittelt werden konnte. Ähnliches 

wurde bereits für die SARS-CoV S-Spaltung durch humane TMPRSS4 beobachtet (Glowacka et 

al. 2011). MERS-CoV S wurde im Gegensatz zu SARS-CoV S nur von TMPRSS2 an der 

S2‘-Spaltstelle prozessiert und zur Fusion aktiviert (Abbildung 15B, Abbildung 16C,D). HAT, 

mTMPRSS4 und mTMPRSS13 zeigten keinen Effekt. Dies steht im Kontrast zu vorhergehenden 

Studien, welche die MERS-CoV S-Aktivierung durch HAT, TMPRSS4 und TMPRSS13 beobachteten 

(Zmora et al. 2014; Laporte et al. 2021). Im Fall von TMPRSS4 und TMPRSS13 könnten die 

Unterschiede eventuell darauf zurückzuführen sein, dass in dieser Arbeit die murinen Orthologe 

verwendet wurden, welche nur 77 % bzw. 83 % Aminosäureidentität aufweisen. Allerdings 

wurde für IAV bereits gezeigt ist, dass sowohl die murinen als auch die humanen Proteasen HA 
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aktivieren können (Bertram et al. 2010; Zmora et al. 2014; Harbig et al. 2020). Auch bei der 

MERS-CoV S-Aktivierung durch TMPRSS2 gab es keine Unterschiede zwischen der humanen und 

der murinen Variante (Bank 2023). 

Obwohl transient exprimiertes SARS-CoV S von mTMPRSS4 und mTMPRSS13 zur Zell-Zell-Fusion 

aktiviert werden konnte, war die multizyklische Replikation von SARS-CoV in Calu-3 Zellen in 

Gegenwart des Breitbandserinproteaseinhibitors Aprotinin nicht stärker reduziert, als wenn 

spezifisch TMPRSS2 gehemmt wurde (Abbildung 17C). TMPRSS4 wird in Calu-3 Zellen deutlich 

stärker exprimiert als TMPRSS2 (Limburg et al. 2019), scheint aber dennoch, genau wie weitere 

Serinproteasen, bei der SARS-CoV-Infektion in diesen Zellen keine Rolle zu spielen. Diese 

Beobachtung unterstreicht nochmals die Unterschiede zwischen der transienten Expression und 

der Infektion mit authentischem Virus im Hinblick auf die S-Aktivierung. In primären Zellen bzw. 

in vivo könnten nichtsdestotrotz weitere Serinproteasen involviert sein. In HBEC und 

insbesondere in nasalen Epithelzellen werden potentiell virusaktivierende Serinproteasen 

stärker exprimiert, als in Calu-3 Zellen (Limburg et al. 2019; Rupp 2024). In nasalen Epithelzellen 

replizieren selbst in den unteren Atemwegen strikt TMPRSS2-abhängige IAV-Subtypen 

unabhängig von TMPRSS2, dies könnte demnach auch für die zoonotischen CoV der Fall sein 

(Rupp 2024).  

Interessanterweise wurde bei SARS-CoV ein additiver Effekt auf die Reduktion der viralen Titer 

in Calu-3 Zellen beobachtet, wenn zusätzlich zu TMPRSS2 endosomale Cathepsine über den 

Inhibitor E64d gehemmt wurden (Abbildung 17F). Dies legt nahe, dass SARS-CoV für den 

Zelleintritt zwei alternative Wege nutzen kann, wie es bereits von Kawase et al. vorgeschlagen 

wurde (Kawase et al. 2012). Für SARS-CoV-2 ist bereits beschrieben, dass die S-Aktivierung 

präferentiell durch TMPRSS2 an der Zelloberfläche durchgeführt wird (Koch et al. 2021). Ist 

allerdings wenig oder kein TMPRSS2 vorhanden, werden die an ACE2 gebundenen Viruspartikel 

mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen, wo sie im Endosom auf Cathepsin L und B treffen, 

welche S ebenfalls aktivieren können. Dementsprechend war kein Effekt des Inhibitors E64d auf 

die SARS-CoV Replikation in Calu-3 Zellen zu sehen, wenn ausreichend TMPRSS2 vorhanden war 

(Abbildung 17E). Auch die saisonalen CoV HCoV-229E und HCoV-OC43 können sowohl 

endosomale Cathepsine als auch TMPRSS2 für ihre S-Aktivierung nutzen (Shirato et al. 2016; 

Shirato et al. 2018). Für klinische Isolate ist allerdings wie für SARS-CoV gezeigt, dass die 

Aktivierung durch TMPRSS2 an der Zelloberfläche bevorzugt wird. Generell ist offen, ob die 

Aktivierung von CoV S durch Cathepsine in vivo eine Rolle spielt. Es gibt mehrere Hinweise 

darauf, dass es sich um ein Phänomen handelt, welches ausschließlich in Zellkultur, 

beispielsweise in Vero Zellen, die TMPRSS2 nicht exprimieren, vorkommt (Matsuyama et al. 
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2005; Shirato et al. 2018; Shirato et al. 2016). Dafür spricht auch, dass in SARS-CoV infizierten 

Mäusen die zusätzliche Behandlung mit einem Cathepsininhibitor im Vergleich zur alleinigen 

Behandlung mit einem Serinproteaseinhibitor keinen Effekt auf die Überlebensrate der Tiere 

hatte (Zhou et al., 2015). Die Aktivierung durch TMPRSS2 an der Zelloberfläche könnte den CoV 

in vivo von Nutzen sein, da so die interferon-induced-transmembrane (IFITM)-vermittelte 

Blockade der viralen Membranfusion im Endosom umgangen werden kann (Peacock et al. 2021).  

Die MERS-CoV Titer waren bei gleichzeitiger Inhibition von Furin und TMPRSS2 24 h p.i bis unter 

die Nachweisgrenze reduziert (Abbildung 18C), was darauf hindeutet, dass endosomale 

Cathepsine hier nicht an der S-Aktivierung beteiligt sind. Diese Beobachtung steht im Einklang 

mit vorhergehenden Studien, in denen ebenfalls beobachtet wurde, dass die MERS-CoV 

Replikation in Calu-3 Zellen und Huh7 Zellen cathepsinunabhängig von statten geht (Shirato et 

al. 2013; Burkard et al. 2014).  

Die gezeigten Ergebnisse lassen darauf schließen, dass MERS-CoV S ausschließlich von TMPRSS2 

und Furin prozessiert wird, während SARS-CoV S auch weitere Serinproteasen für die Aktivierung 

nutzen kann. Während der viralen Replikation ist SARS-CoV allerdings auf TMPRSS2 und 

endosomale Cathepsine angewiesen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die 

S-Aktivierung durch TMPRSS2, andere Serinproteasen sowie Furin bzw. Cathepsine auch in 

primären Atemwegsepithelzellen zu verstehen. 

7.3. Proteolytische Aktivierung von IAV  

Die proteolytische Aktivierung des IAV Oberflächenglykoproteins HA ist Voraussetzung für die 

Infektiosität der Viren, da nur gespaltenes HA die Fusion der viralen mit der Wirtszellmembran 

vermitteln kann (Klenk et al. 1975). In humanen Atemwegsepithelzellen wurde TMPRSS2 als die 

Hauptaktivierungsprotease humaner IAV und LPAIV, deren HA eine monobasische Spaltstelle 

trägt, identifiziert (Limburg et al. 2019; Bestle et al. 2021). In dieser Arbeit wurde darüber hinaus 

gezeigt, dass das hochpathogene IAV H1N1/1918, welches die größte Influenza-Pandemie des 

20. Jahrhunderts auslöste, genau wie das H1N1pdm von 2009, stark abhängig von TMPRSS2 ist 

(Abbildung 21). Mit H12 und H17 wurden dagegen zwei interessante Ausnahmen identifiziert. 

Beide replizierten in Calu-3 Zellen auch in Abwesenheit von TMPRSS2 sehr effizient (Abbildung 

22). Die Infektion von Calu-3 Zellen mit H12 in Anwesenheit verschiedener Proteaseinhibitoren 

zeigte eine starke Abhängigkeit von Trypsin-ähnlichen Serinproteasen (Abbildung 24). Die 

Replikation von H17 war im Gegensatz dazu stark reduziert, wenn Furin inhibiert war (Abbildung 

23), was angesichts der monobasischen Spaltstelle von H17 überraschend war. 
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Interessanterweise konnte die Furinabhängigkeit von H17, dessen Sequenz aus Fledermäusen 

isoliert wurde, auch in Fledertierepithelzellen beobachtet werden (Abbildung 26).  

7.3.1. TMPRSS2-Abhängigkeit von H1N1/1918, H12 und H17 

In der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass transient in HEK293 Zellen exprimiertes 

H1/1918 von den bekannten HA-Aktivierungsproteasen TMPRSS2, HAT, mTMPRSS4 und 

mTMPRSS13 gespalten wurde (Abbildung 20). Dies steht im Einklang mit vorherigen 

Untersuchungen, welche bereits für TMPRSS2 und TMPRSS4 zeigten, dass diese Proteasen den 

H1/1918-vermittelten Zelleintritt von Pseudoviren ermöglichen (Chaipan et al. 2009; Laporte et 

al. 2019). Auch für aktuelle H1 Varianten ist bekannt, dass diese von verschiedenen 

Serinproteasen, darunter die oben genannten, gespalten werden können (Böttcher et al. 2006; 

Bertram et al. 2010; Zmora et al. 2014). Bei der Analyse der Spaltprodukte stellte sich heraus, 

dass TMPRSS2 und TMPRSS13 H1/1918 am effizientesten prozessierten, während die Spaltung 

durch TMPRSS4 und besonders HAT weniger effizient war (Abbildung 20). Diese Unterschiede 

deuten an, dass die verschiedenen Serinproteasen trotz der gemeinsamen Erkennungssequenz, 

welche durch ein einzelnes Arginin charakterisiert wird, H1/1918 mit unterschiedlicher Affinität 

erkennen, binden oder spalten. Ein Vergleich der Substratbindestellen der verschiedenen 

Proteasen könnte Aufschluss über die unterschiedlichen präferierten Substrate geben. Darüber 

hinaus waren beide Spaltprodukte nach der Prozessierung durch TMPRSS2 etwas kleiner als die 

Spaltprodukte der anderen Proteasen, was möglicherweise an einer veränderten Glykosylierung 

von HA in Anwesenheit von TMPRSS2 liegen könnte.  

Bei der Infektion von Calu-3 Zellen mit rH1N1/1918 stellte sich heraus, dass die Replikation und 

die HA-Aktivierung des Virus extrem abhängig von der Anwesenheit von TMPRSS2 sind 

(Abbildung 21). Die viralen Titer waren in Abwesenheit aktiver TMPRSS2 bis zu 100.000-fach 

reduziert. Die HA-Spaltung durch andere (Serin)Proteasen spielte demnach bei der Infektion 

kaum bis gar keine Rolle. Im Hinblick auf die Proteasenutzung gibt es demzufolge keinen 

Unterschied zwischen H1/1918 und jüngeren H1 Varianten. Diese replizieren ebenfalls 

TMPRSS2-abhängig in Calu-3 Zellen (Limburg et al. 2019). Bemerkenswerterweise erreichte 

rH1N1/1918 in Calu-3 Zellen ungewöhnlich hohe Titer von mehr als 109 TCID50/ml (Abbildung 

21A). Das Virus scheint somit ausgesprochen erfolgreich humane Atemwegsepithelzellen 

infizieren zu können. Welche viralen Proteine, auch abgesehen von HA, dafür verantwortlich 

sind, bedarf weiterer Untersuchungen. Vermutlich liegt hier einer der Schlüssel dazu, wieso 

H1N1/1918 während der Influenza-Pandemie 1918-1919 schätzungsweise mindestens 50 

Millionen Todesopfer forderte (Johnson und Mueller 2002). Ein weiterer Faktor war die bereits 
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erwähnte hohe Anzahl an bakteriellen Ko- und Superinfektionen, die häufig zu schweren 

bakteriellen Pneumonien führte (Morens et al. 2008). Durch die starke Abhängigkeit von 

TMPRSS2 könnte dem in dieser Arbeit beschriebenen Mechanismus der TMPRSS2-

Hochregulation durch bakterielle PAMPs im Kontext von H1N1/1918-Infektionen eine 

besondere Bedeutung zugekommen sein (siehe 7.1.1).  

Ganz im Gegensatz zu rH1N1/1918 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtet, dass 

rH12-SC35M und rH17-SC35M unabhängig von TMPRSS2 in Calu-3 Zellen replizierten (Abbildung 

22). Hierbei wurde isoliert der Einfluss des HAs und der HA-Aktivierung analysiert, indem die 

sieben übrigen Gensegmente der rekombinant hergestellten Viren alle vom mausadaptierten 

IAV SC35M stammten. Die LPAIV-Subtypen H1-H11 und H13-H16 wurden in vorhergehenden 

Studien ebenfalls im SC35M-Hintergrund auf ihre TMPRSS2-Abhängigkeit in Calu-3 Zellen 

untersucht (Bestle et al. 2021; Nave 2022). Dabei wurde gezeigt, dass H1-H11 sowie H13-H15 

einen strikt TMPRSS2-abhängigen Phänotyp zeigen. An der Spaltung von H16 ist TMPRSS2 

ebenfalls beteiligt, in Abwesenheit der Protease konnten andere die HA-Aktivierung nur 

teilweise übernehmen (Bestle et al. 2021). Aviäres H12 und das Fledermaus-assoziierte H17 sind 

damit bisher die einzigen HA-Subtypen mit monobasischer Spaltstelle, deren Replikation in Calu-

3 Zellen völlig unabhängig von TMPRSS2 ist.  

Die virale Replikation von rH12-SC35M in Calu-3 Zellen war in Gegenwart der 

Breitbandserinproteaseinhibitoren Aprotinin und BAPA bis unter die Nachweisgrenze reduziert 

(Abbildung 24A). Außerdem führte der Einsatz von Furininhibitoren zu einer geringen Reduktion 

der viralen Titer 48 und 72 h p.i. (Abbildung 24D, siehe 7.3.2). Die Inhibierung von endosomalen 

Cathepsinen oder Metalloproteasen hatte dagegen keinen Einfluss auf die rH12-SC35M 

Replikation (Abbildung 24C,E). H12 ist demnach wie IBV HA in Calu-3 Zellen zwar nicht von 

TMPRSS2 abhängig, aber auf andere Serinproteasen angewiesen (Limburg et al. 2019). 

Interessanterweise beobachteten bereits Galloway et al., dass H12 im Gegensatz zu den meisten 

anderen HA-Subtypen in vitro nicht von TMPRSS2 gespalten wird (Galloway et al. 2013). 

Stattdessen ließ sich eine effiziente Prozessierung durch HAT beobachten. Da HAT in Calu-3 

Zellen nur zu sehr geringen Level vorhanden ist (Limburg et al. 2019), wird diese Protease 

vermutlich nicht alleine für die effiziente Virusaktivierung von rH12-SC25M verantwortlich sein. 

Die bekannte HA-Aktivierungsprotease TMPRSS4 wird dagegen in Calu-3 Zellen stärker 

exprimiert als TMPRSS2, was sie zum interessanten Kandidaten für die H12-Aktivierung macht 

(Limburg et al. 2019). Ein spezifischer Knockdown könnte darüber Aufschluss geben, ob 

TMPRSS4 an der TMPRSS2-unabhängigen Replikation von rH12-SC35M in Calu-3 Zellen beteiligt 

ist. 
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Für H17 wurde interessanterweise zuvor gezeigt, dass es im Gegensatz zu H12 von TMPRSS2 

prozessiert werden kann. Die Protease ermöglichte den Zelleintritt von H17-tragenden 

Pseudoviren in Fledermausnierenzellen (Hoffmann et al. 2016). Außerdem wurde beobachtet, 

dass TMPRSS2 oder HAT notwendig sind, um transduktionskompetente H17-Pseudotypen aus 

HEK293T/17 Zellen zu gewinnen (Giotis et al. 2019). Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten 

demonstrieren jedoch, dass weder TMPRSS2, noch andere Serinproteasen notwendig für die 

effiziente virale Replikation von rH17-SC35M in Calu-3 Zellen sind (Abbildung 22B, Abbildung 

23B). Auch endosomale Cathepsine oder Metalloproteasen spielen keine Rolle (Abbildung 

23C,E). Stattdessen zeigte sich überraschenderweise, dass Furin in die Replikation und 

dementsprechend in die Aktivierung von H17 involviert zu sein scheint (Abbildung 23D, siehe 

7.3.2). 

Bislang ist unklar, wie Unterschiede in der TMPRSS2-Abhängigkeit zwischen verschiedenen 

humanen Influenzaviren und LPAIV zustande kommen. Während die HAs alle ein einzelnes 

Arginin an P1 der Spaltstelle tragen, unterscheiden sie sich deutlich in der Aminosäuresequenz 

an P2 bis P4, was Auswirkungen auf die Bindung und Spaltung durch verschiedene Proteasen 

haben könnte. Für die Erkennung durch TMPRSS2 ist insbesondere die Seitenkette an P2 von 

Bedeutung (Fraser et al. 2022), aber auch P3 und P4 könnten dazu beitragen, dass die Affinität 

verschiedener HA-Subtypen zu unterschiedlichen Aktivierungsproteasen variiert. Darüber 

hinaus könnte die Struktur des Spaltstellenbereichs eine Rolle spielen. So wurde beispielsweise 

gezeigt, dass die Spaltstellenschleife von H3 deutlich exponierter liegt, als die von H1, was 

erklären könnte, weshalb humanes H3 in Mäusen alternativ zu TMPRSS2 noch weitere 

Proteasen für die Aktivierung nutzen kann (Bestle et al. 2021). Im Fall von H16, welches in Calu-3 

Zellen ebenfalls nicht vollständig auf TMPRSS2 angewiesen ist, wird vermutet, dass die 

besondere alpha-helikale Struktur der Spaltstelle dabei eine Rolle spielt. Die Alpha-Helix 

inseriert in eine negativ geladene Tasche, so dass die Spaltstelle maskiert ist (Lu et al. 2012). Es 

scheint kontraintuitiv, dass die so versteckte Spaltstelle von mehr verschiedenen Proteasen 

prozessiert werden kann, aber auch hier könnte die umgebende Aminosäuresequenz oder 

Glykosylierungen ausschlaggebend sein (Sakai et al. 2015; Kawaoka et al. 1984; Lambertz et al. 

2018). Außerdem wurde beschrieben, dass die Exposition des Spaltstellenbereichs bei der 

Aktivierung von HPAIV eine Rolle spielt (Garten und Klenk 2008). Kristallstrukturen der 

ungespaltenen Vorläufer von H12 und H17 sind bislang nicht verfügbar, so dass die 

Konformation der Spaltstellenbereiche nicht bekannt ist. Für H17 wurde allerdings bereits 

beschrieben, dass die Struktur des gespaltenen HAs dem H3 HA0 mehr ähnelt, als dem H1 HA0, 

was auf eine eher exponierte Spaltstelle hindeutet (Zhu et al. 2013). Darüber hinaus können 

Unterschiede in der Glykosylierung der verschiedenen HAs die Zugänglichkeit der Spaltstelle für 
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verschiedene Proteasen beeinflussen. So ist für die TMPRSS2-unabhängige Replikation von 

H3N2 in Mäusen oder für die Virulenz von H5 in Geflügel jeweils der Verlust eines 

Oligosaccharids im HA1 erforderlich (Sakai et al. 2015; Deshpande et al. 1987). 

7.3.2. Furinabhängigkeit von IAV H17 

Überraschenderweise wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass die virale Replikation von 

rH17-SC35M in der humanen Atemwegsepithelzelllinie Calu-3 in Gegenwart der 

Furininhibitoren MI-1148 und MI-1851 stark reduziert war (Abbildung 23D). Auch in RoNi/7 

Flughundnierenzellen replizierte das Virus furinabhängig (Abbildung 26C). Zudem zeigte sich, 

dass die H12-vermittelte Replikation, welche hauptsächlich auf Serinproteasen angewiesen war, 

in Anwesenheit von MI-1148 leicht reduziert war (Abbildung 24D). Die Replikation von 

H1N1pdm in Calu-3 Zellen war dagegen nicht von der Anwesenheit der Furininhibitoren 

beeinflusst (Abbildung 25B). Somit ist es unwahrscheinlich, dass eine unspezifische Hemmung 

von Serinproteasen durch die Inhibitoren MI-1148 und MI-1851 für die Beobachtungen 

verantwortlich ist. 

Furin und verwandte PCs sind bereits als virusaktivierende Wirtsproteasen für eine Reihe von 

Viren beschrieben (Stieneke-Gröber et al. 1992; Garten et al. 1994; Bestle et al. 2020). Dabei 

spalten sie nach einem multibasisches Spaltmotiv. Das klassische Furinerkennungsmotiv lautet 

R-X-R/K-R↓ (Vey et al. 1992), eine Spaltung ist aber auch nach alternativen Motiven wie 

R-R-A-R↓ im Fall der SARS-CoV-2 S1/S2-Spaltstelle möglich (Bestle et al. 2020). Außerdem kann 

Furin nach dibasischen Motiven R-X-X-R↓ eine Spaltung durchführen, wie unter anderem in 

dieser Arbeit am Beispiel der MERS-CoV S1/S2-Spaltstelle gezeigt wurde (siehe 7.2.2). Die 

Arginine an P1 und P4 sind als minimale Voraussetzungen für die Spaltung durch Furin 

beschrieben. Jaimes et al. beobachteten dementsprechend in einem FRET-Assay, dass ein 

Aminosäureaustausch des Arginins an P4 der S2‘-Spaltstelle von MERS-CoV S zu einem Leucin 

die Spaltbarkeit durch Furin auf ein Minimum reduzierte (Jaimes et al. 2019). H17 trägt an P4 

die unpolare, neutrale Aminosäure Methionin, was die Erkennung von Furin unwahrscheinlich 

macht. Während des komplexen Aktivierungsmechanismus von Furin kommt es zuletzt zu einer 

autokatalytischen Spaltung im inhibitorischen Peptid (Anderson et al. 2002). Diese Spaltstelle 

trägt ungewöhnlicherweise kein Arginin an P4, sondern stattdessen an P6, was darauf hindeutet, 

dass es unter Umständen eine gewisse Flexibilität im Erkennungsmotiv von Furin geben kann. 

Im Spaltstellenbereich von H17 findet sich allerdings auch an P6 mit Prolin eine unpolare, 

neutrale Aminosäure, was weiter gegen eine direkte Spaltung durch Furin spricht. 
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Weitere Untersuchungen der H17-Aktivierung in infizierten Calu-3 oder RoNi/7 Zellen sind 

notwendig, um zu überprüfen, ob es sich dennoch um eine sehr untypische Erkennungssequenz 

von Furin handelt, oder ob Furin auf andere Art und Weise die Replikation von rH17-SC35M 

ermöglicht. H17 und H12 wurden in dieser Arbeit im genetischen Hintergrund von SC35M 

untersucht. Die Unterschiede in der Protease-Abhängigkeit sind also direkt auf das HA 

zurückzuführen, während andere virale Proteine vermutlich keine Rolle spielen. Es wäre 

möglich, dass Furin statt selbst HA zu spalten eine andere bislang unbekannte 

Aktivierungsprotease aktivieren muss. So trägt beispielsweise Matriptase über die Aktivierung 

von Prostasin und TMPRSS13 zur Spaltung einiger IAV HAs bei (Netzel-Arnett et al. 2006; Murray 

et al. 2017). Möglicherweise ließe sich dadurch erklären, weshalb die viralen Titer in RoNi/7 

Zellen nach Furininhibitorbehandlung 16 bz. 24 h p.i. noch leicht anstiegen, bevor sie unter das 

Detektionslimit fielen (Abbildung 26B). Initial könnte noch genügend Aktivierungsprotease 

vorhanden sein, die jedoch durch die Hemmung von Furin nicht nachproduziert wurde. 

Nichtsdestotrotz bliebe in diesem Fall weiterhin unklar, welche Aktivierungsprotease die 

HA-Spaltung übernehmen würde. Die Inhibierung von Serinproteasen zeigte in Calu-3 und 

RoNi/7 Zellen keinen Effekt auf die virale Replikation, und auch endosomale Cathepsine und 

Metalloproteasen waren nicht beteiligt (Abbildung 23B,C,E; Abbildung 26A). 

H17 unterscheidet sich von H1-H16 durch die Nutzung von MHC-II anstelle von Sialinsäuren als 

zellulärer Rezeptor (Karakus et al. 2019; Giotis et al. 2019). Darüber hinaus wurde ein 

alternativer pH-unabhängiger Mechanismus für den H17-vermittelten Zelleintritt beschrieben 

(Zhu et al. 2013). Möglicherweise steht Furin im Zusammenhang mit den besonderen 

Zelleintrittsmechanismen von H17. Untersuchungen zur Replikation der ebenfalls an MHC-II 

bindenden IAV-Subtypen H18 und H19 könnte darüber Aufschluss geben (Karakus et al. 2019; 

Karakus et al. 2024). Auch in diesem Fall würde sich allerdings weiter die Frage nach der 

HA-Aktivierung stellen, da diese unerlässlich für die Fusion der viralen mit der Wirtsmembran 

und damit die Freisetzung des viralen Genoms in die Wirtszelle ist (Klenk et al. 1975). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass das aus Fledermäusen isolierte H17 als erstes IAV 

HA mit monobasischer Spaltstelle in Calu-3 Zellen eine ausgeprägte Furinabhängigkeit zeigte. 

Zudem scheint Furin in geringerem Maße an der Aktivierung von H12 beteiligt zu sein. 

Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass H12 ebenfalls in Fledermäusen zu finden ist 

(Freidl et al. 2015), was darauf hindeuten könnte, dass es sich bei der Nutzung von Furin um ein 

Charakteristikum von Fledermaus-assoziierten IAV handelt. Im Einklang damit war Furin auch in 

Fledertierzellen essentiell für die Aktivierung von H17. Weitere Untersuchungen der 
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Fledermaus-assoziierten IAV H18N11 und H9N2 sind notwendig, um die HA-Aktivierung und die 

involvierten Wirtsproteasen in Fledermäusen aufzuklären. 

7.4. Rolle der Glykoproteinspaltung in der Inter-Spezies-

Transmission respiratorischer Viren 

TMPRSS2-Orthologe aus Huhn, Ente, Schwein und Nicht-humanen Primaten können in vitro alle 

die proteolytische Aktivierung von IAV HA vermitteln (Bestle et al. 2021; Peitsch et al. 2014; 

Bertram et al. 2012; Zmora et al. 2017). Außerdem werden die meisten aviären HA mit 

monobasischer Spaltstelle effizient von humaner TMPRSS2 aktiviert (Bestle et al. 2021). Daher 

wird allgemein davon ausgegangen, dass bei der Inter-Spezies-Transmission von IAV keine 

Anpassung an die Aktivierungsprotease notwendig ist. Studien in murinen Lungenexplantaten 

zeigten allerdings, dass aviäres H3 in Abwesenheit von TMPRSS2 keine virale Replikation 

vermitteln konnte, während humanes H3 TMPRSS2-unabhängig replizierte (Bestle et al. 2021). 

Diese Beobachtung deutete darauf hin, dass es doch virusspezifische Unterschiede in der 

Nutzung von Aktivierungsproteasen gibt. Zudem lässt die in dieser Arbeit beobachtete 

TMPRSS2-unabhängige Aktivierung von H17 und H12 vermuten, dass die Proteasenutzung ein 

Faktor bei der Transmission von Fledermäusen auf andere Wirtsspezies spielen könnte 

(Abbildung 22, siehe 7.3.2). 

Interessanterweise wurde die Rolle der Glykoproteinspaltung in der Inter-Spezies-Transmission 

von CoV bereits diskutiert. Während in Saudi-Arabien regelmäßig Übertragungen von MERS-CoV 

von Dromedaren auf Menschen sowie gelegentlich von Mensch zu Mensch beobachtet werden, 

kommt es in Westafrika nicht zu humanen Infektionen, obwohl das Virus auch dort ubiquitär in 

Dromedaren zu finden ist (Millet et al. 2016; Chu et al. 2018). Dabei zeigte sich ein 

Zusammenhang zwischen der effizienten Aktivierung der verschiedenen Isolate durch TMPRSS2 

in Calu-3 Zellen und in ex vivo Kulturen humaner respiratorischer Gewebe mit der Transmission 

auf den humanen Wirt. Im Einklang damit ist der Wirtstropismus verschiedener MERS-ähnlicher 

Fledermaus-assoziierter CoV abhängig von der proteolytischen Aktivierung durch TMPRSS2. 

Während PDF2180-CoV und HKU5-CoV auf exogenes Trypsin angewiesen sind, um humane 

Zellen zu infizieren, war die MERS-CoV Replikation aufgrund einer effizienten Aktivierung durch 

TMPRSS2 Trypsin-unabhängig (Menachery et al. 2020). Auch während der COVID-19-Pandemie 

gab es Hinweise darauf, dass eine verbesserte Spaltung durch TMPRSS2 mit einer verstärkten 

Übertragung auf und zwischen Menschen assoziiert sein könnte. Die zwischenzeitlich 

auftretenden SARS-CoV-2 Varianten BA.1 und BA.2 wurden weniger effizient von TMPRSS2 
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aktiviert als vorherige. Stattdessen nutzten sie bevorzugt den durch endosomale Cathepsine 

vermittelten Zelleintritt (Meng et al. 2022; Zhao et al. 2021; Willett et al. 2022). Nur kurze Zeit 

später wurden BA.1 und BA.2 von BA.5 verdrängt, dessen S wieder stark abhängig von der 

Aktivierung durch TMPRSS2 war (Aggarwal et al. 2022). Der Wechsel in der Proteasenutzung zu 

endosomalen Cathepsinen schien demzufolge unvorteilhaft für SARS-CoV-2 gewesen zu sein. 

Insgesamt ergibt sich aus den genannten Erkenntnissen, dass eine effiziente Aktivierung der 

viralen Oberflächenglykoproteine durch TMPRSS2 mit einer verstärkten Transmission auf und 

zwischen Menschen assoziiert ist. Dementsprechend wurde in dieser Arbeit die deutlichste 

TMPRSS2-Abhängigkeit für rH1N1/1918 festgestellt (Abbildung 21), ein Virus, welches sich 

rasant in der humanen Bevölkerung ausbreitete und viele Todesopfer forderte (Johnson und 

Mueller 2002). 

In Fledertieren scheinen im Gegensatz dazu Cathepsine eine größere Rolle zu spielen. Die 

Glykoproteine vieler zoonotischer Viren, deren natürliches Reservoir Fledermäuse oder 

Flughunde bilden, werden von Cathepsinen aktiviert, darunter Hendravirus, Nipahvirus und 

EBOV (Chandran et al. 2005; Pager und Dutch 2005). Auch die zoonotischen CoV haben ihren 

Ursprung in Fledertieren. In der vorliegenden Arbeit wurde im Einklang mit vorausgehenden 

Studien gezeigt, dass Cathepsine an der Aktivierung von SARS-CoV S beteiligt sind und in 

Abwesenheit von TMPRSS2 für diese einspringen können (Abbildung 17F; siehe 7.2.3). 

MERS-CoV S ist dagegen nicht in der Lage, das Fehlen von TMPRSS2 und durch die Aktivierung 

durch endosomale Cathepsine zu kompensieren (Abbildung 18C; siehe 7.2.3). Die 

Cathepsinnutzung von SARS-CoV und die starke TMPRSS2-Abhängigkeit von MERS-CoV deuten 

darauf hin, dass MERS-CoV bereits stärker an den Menschen adaptiert ist, als es SARS-CoV zum 

Zeitpunkt seiner Eliminierung 2003 war. 

Das aus Fledermäusen isolierte H17 vermittelte die Replikation in Calu-3 Zellen unabhängig von 

TMPRSS2 (Abbildung 22B). Im Gegensatz zu CoV und anderen Fledertier-assoziierten Viren 

spielten allerdings endosomale Cathepsine keine Rolle bei der HA-Aktivierung (Abbildung 23C). 

Stattdessen war die Replikation in Calu-3 Zellen stark abhängig von Furin (Abbildung 23D). 

Furinorthologe werden ähnlich wie TMPRSS2 in verschiedenen Spezies exprimiert und es wird 

auch hier im Allgemeinen davon ausgegangen, dass eine Anpassung an die Protease in neuen 

Spezies nicht notwendig ist. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass es in Fledermäusen im 

Vergleich zu humanen Zellen Unterschiede in der subzellulären Lokalisierung oder der Aktivität 

von Furin geben könnte (El Najjar et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, 

dass die H17-vermittelte Replikation durch spezifische Furininhibitoren nicht nur in humanen 

Atemwegsepithelzellen, sondern auch in RoNi/7 Zellen deutlich reduziert wurde (Abbildung 
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26C). Demnach ähneln sich die Furinorthologe in Mensch und Flughund genügend, um von 

denselben Inhibitoren gebunden zu werden. Eine Anpassung an ein anderes Furinortholog war 

in diesem Fall ebenfalls nicht notwendig. Weitere Studien sind erforderlich, um der Protease-

Nutzung der Fledermaus-assoziierten IAV auf den Grund zu gehen. 

7.5. TMPRSS2 als Ziel antiviraler Therapien 

Die aktuell verfügbaren Impfstoffe gegen Influenzaviren schützen zwar vor schweren 

Krankheitsverläufen, verhindern aber nicht die jährlichen saisonalen Epidemien (Nachbagauer 

und Palese 2020). Gegen MERS-CoV sind bislang keine Impfstoffe zugelassen. Darüber hinaus 

besteht jederzeit die Möglichkeit einer weiteren IAV- oder CoV-Pandemie. Die Entwicklung 

antiviraler Therapien zur Behandlung von Influenzavirus- und CoV-Infektionen ist daher 

unerlässlich. Durch die hohe Mutationsrate der RNA-Viren kommt es bei der Inhibition viraler 

Proteine häufig schnell zu Resistenzen. Besonders bei Influenzaviren ist dieses Problem gut 

beschrieben (Principi et al. 2019). Da die Aktivierung der viralen Oberflächenglykoproteine 

essentiell für den viralen Lebenszyklus ist, stellen die beteiligten Wirtszellproteasen geeignete 

Ziele antiviraler Therapeutika dar. So könnten der Selektionsdruck auf die Viren und die 

Resistenzentwicklung verringert werden (Laporte und Naesens 2017). Insbesondere TMPRSS2 

kommt als Aktivierungsprotease einer Reihe unterschiedlicher Viren eine besondere Bedeutung 

zu (Keller et al. 2022). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich MERS-CoV, SARS-CoV und die IAV-

Subtypen H1N1/1918, H12 und H17 in ihrer TMPRSS2-Abhängigkeit deutlich unterscheiden 

(Tabelle 23). Dabei zeichnet sich ab, dass die Nutzung von TMPRSS2 als Aktivierungsprotease 

mit einer effizienten Replikation und Ausbreitung im humanen Wirt assoziiert ist (siehe 7.4). 

Demzufolge ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass zukünftige zoonotische und potentiell 

pandemische IAV und CoV für die effiziente Verbreitung in der humanen Population auf 

TMPRSS2 angewiesen sein werden. Dementsprechend eignet sich TMPRSS2 einiger 

unabhängiger IAV-Subtypen zum Trotz als vielversprechendes Ziel einer breiten antiviralen 

Therapie, auch im Rahmen der Pandemic Preparedness.  

7.6. Ausblick 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Hochregulation der TMPRSS2-Expression in humanen 

Atemwegsepithelzellen durch bakterielle Komponenten untersucht. Außerdem wurden die 
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Auswirkungen auf die virale Replikation von IAV und SARS-CoV-2 in Calu-3 Zellen analysiert. Die 

gezeigten Ergebnisse lieferten Hinweise dafür, dass respiratorische Bakterien über diesen 

Mechanismus die Replikation TMPRSS2-abhängiger Viren begünstigen könnten. Zukünftige 

Studien sollten die Hochregulation der TMPRSS2-Expression in primären Atemwegsepithelzellen 

näher untersuchen. Darüber hinaus könnten Koinfektionsstudien mit IAV oder CoV und häufigen 

respiratorischen Bakterien in primären Zellen Aufschluss darüber geben, ob der beschriebene 

Mechanismus bei viral-bakteriellen Koinfektionen in vivo eine Rolle spielen könnte. Außerdem 

wäre interessant, die Untersuchungen zu den Auswirkungen der verstärkten TMPRSS2-

Expression auf das stark abhängige rH1N1/1918 sowie MERS-CoV auszuweiten. 

Der Hochregulation von TMPRSS2 durch bakterielle PAMPs könnte eine physiologische Funktion 

im Rahmen der angeborenen Immunität von respiratorischen Epithelzellen zugrunde liegen. 

Hier sind zum einen weitere Studien notwendig, die sich auf die möglicherweise in der 

Regulation beteiligten Transkriptionsfaktoren NF-κB, AP-1, GATA2 und AR, sowie deren 

Zusammenspiel fokussieren. Außerdem sollten mögliche Substrate von TMPRSS2 identifiziert 

werden. Vielversprechende Kandidaten wären hierfür MMP-7 und PAR-2. 

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit interessante Unterschiede in der TMPRSS2-Abhängigkeit 

der zoonotischen CoV SARS-CoV und MERS-CoV sowie der IAV-Subtypen H1N1/1918, H12 und 

H17 festgestellt. Insbesondere die Ergebnisse zu SARS-CoV und MERS-CoV heben hervor, wie 

wichtig es ist, aus Überexpressionsstudien gewonnene Erkenntnisse mit authentischem Virus in 

einem relevanten Zellsystem zu überprüfen. Für IAV und IBV ist bereits bekannt, dass die 

TMPRSS2-Abhängigkeit entlang des Respirationstraktes variieren kann (Limburg et al. 2019; 

Rupp 2024). Daher sollte in Zukunft die Rolle von TMPRSS2 bei der Aktivierung der genannten 

Viren auch in HBEC sowie HNEC charakterisiert werden. 

Für die beiden in Calu-3 Zellen TMPRSS2-unabhängigen Subtypen H12 und H17 bleibt die 

Aktivierungsprotease weiter unbekannt. Die für die H12-Spaltung verantwortliche(n) 

Serinprotease(n) könnten über einen siRNA-vermittelten Knockdown vielversprechender 

Kandidaten wie TMPRSS4 identifiziert werden. Um der Furinabhängigkeit des Fledermaus-

assoziierten H17 auf den Grund zu gehen, wären vergleichende Untersuchungen mit H18 und 

H19 von Interesse. Die schrittweise Mutagenese des Spaltstellenbereichs sowie die Analyse der 

Spaltprodukte könnte Aufschluss darüber geben, ob Furin direkt die H17-Aktivierung vermittelt.  
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