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1) Einleitung

1) Einleitung
1.1) CyclophiliAinhibitoren

Das Auftreten hochpathogener zoonotischer Infektionskrankheiten stellt eine grofle Bedrohung
fiir die globale Gesundheit dar. Menschliche Aktivitaten wie intensive Landwirtschaft und die
Eingrenzung von Lebensrdumen und die damit verbundene Verdnderung von Okosystemen,
fuhren zu neuen Interaktionsraumen von Menschen und Wildtieren, die Infektionen mit
zoonotischen Viren wahrscheinlicher und damit das Auftreten dieser Erreger haufiger machen
[227]. Dies zeigt nicht zuletzt die Ende 2019 durch das SARS-CoV-2 verursachte Pandemie [54].
Um schnell und effektiv auf solche Gefahren reagieren zu kénnen, ist es daher unerlasslich
Medikamente mit potenziell antiviralen Eigenschaften zu erforschen, die bereits fir den
klinischen Einsatz zugelassen sind und daher schnell in der Klinik angewandt werden kdénnen
(Repurposing Ein solcher Kandidat ist der Cyclophilin-Inhibitor Cyclosporin A (CsA), welches seit
mehreren Jahrzehnten als Immunsuppressivum in der Klinik eingesetzt wird. Dartber hinaus
konnten fir CsA antivirale Eigenschaften gegen verschiedene Viren nachgewiesen werden [102,
219, 311, 324]. Ein Teil dieser Aktivitat beruht auf der Induktion einer zelluldren IFN-Antwort,
welche normalerweise durch virale Infektionen ausgel6st wird [258]. Diese Aktivierung der
zelleigenen Abwehr gegen Viren kénnte den Einsatz von CsA als Notfallmedikament gegen

verschiedene bisher unbekannte Viren ermdglichen.

1.1.1) Entdeckungon Cyclosporin A

CsA ist ein aus elf Aminosauren bestehendes zyklische Peptid, welches erstmals 1976 aus dem
Pilz Tolypocladium inflatumisoliert wurde [61]. Kurz darauf konnten immunsuppressive
Eigenschaften fur CsA beschrieben werden und eine Behandlung mit CsA fihrte zu einer
besseren Uberlebensrate von Herz-transplantierten Hunden [19, 30, 255]. Drei Jahre nach seiner
Entdeckung wurde CsA bereits erfolgreich als Immunsuppressivum in Organ-transplantierten
Menschen getestet [29]. Seit dem wird es in der Klinik verwendet um OrganabstoRungen nach

zum Beispiel Nieren-Transplantationen zu verhindern [285].

1.1.2) Wirkmechanismwsn Cyclosporin A

CsA bindet an das zelluldre Protein Cyclophilin A (CypA) und inhibiert dessen Peptidyl-Prolyl-cis-
trans-lsomerase (PPlase)-Aktivitdt [113]. Die Inhibition der enzymatischen Aktivitdt von
Cyclophilin A ist jedoch nicht verantwortlich fir den immunsuppressiven Effekt von CsA [14].
Vielmehr ist CsA im Komplex mit CypA dazu in der Lage, die Phosphatase Calcineurin zu binden

und zu inhibieren [179]. Die Phosphataseaktivitdt von Calcineurin fiihrt unter anderem zu einer



Dephosphorylierung des nukledren Faktors aktivierter T-Zellen (NFAT) [183]. Eine Inhibition
durch den CsA-CypA-Komplex verhindert die Desphosphorylierung und damit eine Aktivierung
von NFAT [178, 226]. NFAT fihrt in aktivierten T-Zellen zu einer Induktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen [129] und die Blockade dieses Signalweges durch CsA bildet die

Grundlage fir dessen immunsuppressive Eigenschaften (siehe Abbildung 1) [67].

Zusatzlich inhibiert CsA die Aktivierung der Mitogen-assoziierten Proteinkinase (MAPK) C-Jun-N-
terminale Kinase (JNK) [198]. Dadurch wird das Aktivator-Protein-1 (AP-1) nicht aktiviert [139]
und dessen Translokalisation in den Zellkern verhindert, wodurch ebenfalls die Transkription

von T-Zell-assoziierten Proteinen inhibiert wird [198].
Cyclophilin A

CypA wurde als zellularer Bindungspartner von CsA identifiziert [105] und stellt den am starksten
exprimierten Vertreter der humanen Cyclophiline dar [315]. Diese sind Enzyme, die eine PPlase-
Aktivitat ausiben [78]. Dadurch sind die Cyclophiline vor allem wichtig fir die korrekte Faltung

zellulédrer Proteine [159].

Daruber hinaus hat CypA noch andere Funktionen. So spielt es eine Rolle flir den intrazelluldren
Transport und die Freisetzung von extrazelluldren Vesikeln [330]. AuRerdem wurde eine Rolle

fiir die zellulare Signallibertragung sowie eine Nuklease-Aktivitdt beschrieben [135, 210].

Calcineurin

Calcineurin wurde erstmals 1979 beschrieben und als Proteinphosphatase charakterisiert [148,
286]. Sie wird (iber das Ca?*-bindende Protein Calmodulin und somit iiber intrazellulire Calcium-
Signale reguliert [286]. Bis heute wurden etwa 100 Substrate identifiziert, die durch Calcineurin
dephosphoryliert werden [306]. So spielt Calcineurin eine Rolle in der Regulation von vielen
zellularen Prozessen wie zum Beispiel die Bildung von synaptischen Vesikeln oder der zelluldren
Antwort auf ungefaltete Proteine (unfolded protein responsg)l8, 39]. Darlber hinaus ist
Calcineurin Uber die Regulierung von mTOR (mammalian target of rapamycjnan der
Expressions-Regulation von Proteinen beteiligt, die die Autophagie steuern [205, 303].
Weiterhin ist Calcineurin an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Struktur beteiligt. Uber
die Regulation des Dynamin assoziierten Proteins 1 (dynamin related proteinDrp) reguliert es
die Teilung von Mitochondrien [50]. Das wohl am besten beschriebene Substrat von Calcineurin

ist jedoch der Transkriptionsfaktor NFAT [128, 183].

NFAT

NFAT wurde als Regulator von Genen in aktivierten T-Zellen entdeckt [272]. Die Familie der

NFAT-Proteine umfasst insgesamt finf Mitglieder, von welchen vor allem NFAT1, NFAT2 und

2



1) Einleitung

NFAT4 fir die T-Zell-Aktivitat wichtig sind [111]. Dariiber hinaus sind die NFAT-Proteine auch an

der Differenzierung von T-Zellen beteiligt [1].

Die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors einer T-Zelle initiiert intrazelluldre Signalwege, die u.a. zur
Akkumulation von Ca%" im Zytoplasma fiihrt. Dies aktiviert Giber Calmodulin Calcineurin, welches
NFAT dephosphoryliert. Durch diese Dephosphorylierung werden Kernlokalisations-Signale
zugéanglich, die zu einer Translokalisation von NFAT in den Zellkern fiihren [74]. Hier 16st NFAT
alleine oder zusammen mit AP-1 die Transkription von verschiedenen T-Zell Effektor-Molekdilen
aus [129]. In T-Zellen fiihrt die Aktivierung von NFAT zum Beispiel zur Expression von Interleukin

2, welches die Differenzierung von T-Zellen beeinflusst [271].

Aktivierung Aktivierung

o~
S

—_ . —
S,

CsA
CaN

NFAT Zytokine

CANANANG

NFAT
CANNNING
Abbildung 1) Immunsuppressive Wirkung von CsA [67, 74]

Nach einer Aktivierung des T-Zell Rezeptors kommt es zum Anstieg der intrazelluldaren Ca2*-Konzentration. Ca?*-lonen
fihren nach Bindung an Calmodulin zu einer Aktivierung von Calcineurin (CaN). CaN dephosphoryliert NFAT, welcher
so in den Zellkern gelangt und die Transkription von proinflammatorischen Genen initiiert. CsA bindet im Komplex
mit CypA an CaN. Dieses ist sodann nicht langer in der Lage NFAT zu dephosphorylieren. Auf diese Weise kommt es
zur Immunsuppression nach CsA-Behandlung. Grafik wurde generiert mit BioRender.

1.1.3) Antivirale Eigenschaftean Cyclosporin A

Neben den beschriebenen immunsuppressiven Eigenschaften von CsA, konnten zudem
verschiedene antivirale Eigenschaften von CsA beschrieben werden. Diese wurden als erstes
wahrend Versuchen mit dem humanen Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) beschrieben [311].
Dabei sollte eigentlich mittels einer Reduktion der T-Zell-Aktivitat die virale Replikation indirekt

gehemmt werden. Allerdings zeigte sich, dass die Inhibition von CypA durch CsA einen direkten
3



inhibierenden Effekt auf die virale Replikation auslibte [25]. Seit dem konnte fir viele
verschiedene Viren gezeigt werden, dass sie durch eine Behandlung mit CsA gehemmt werden
[102, 219, 258, 281, 324]. Hierbei sind verschiedene Wirkmechanismen beschrieben. So ist das
durch CsA gehemmte CypA unter anderem wichtig fiir die Replikation von HIV, dem vesikularen
Stomatitis Virus (VSV) oder dem Hepatitis C Virus (HCV) [22, 25, 182]. Dariiber hinaus hemmt
CsA die Freisetzung von viralen Partikeln von Influenza A Virus (IAV)-infizierten Zellen [102].
Aullerdem konkurriert CsA mit den Hepatitis Viren B und D um die Bindung an den jeweiligen

zelluldaren Rezeptor und inhibiert so den Zelleintritt dieser Viren [219].

Zuletzt konnte die Interferon regulatorischer Faktor (IRF) 1-vermittelte Aktivierung einer
Interferon (IFN)-A-Antwort als antiviraler Mechanismus von CsA gezeigt werden [258]. Dabei
flihrte die Freisetzung von IRF-1-induzierten IFNs und die dadurch vermittelte Aktivierung
Interferon-stimulierter Gene (ISGs) zu einer Reduktion verschiedener niedrig- und

hochpathogener Coronaviren [192, 259].

1.1.4) Alisporivir

Die Erkenntnis, dass CsA unabhdngig von seiner immunsuppressiven Wirkung, Uber
weitreichende antivirale Eigenschaften verfiigt, flihrte zur Entwicklung von verschiedenen CsA-
Derivaten. SchlieBlich wurde 2005 das Derivat Debi-025 (spater Alisporivir genannt) von der
Firma Debiopharm und der Universitat Lausanne entwickelt und patentiert [318]. Dieses zeigte
aufgrund von zwei veranderten Aminosauren (siehe Abbildung 2) zum einen keine Bindung und
Inhibition von Calcineurin und zum anderen eine erhdhte Affinitat zu CypA [292, 318]. Darliber
hinaus war der antivirale Effekt in der HCV-Infektion sogar ausgepragter [230]. SchlieRlich
konnte auch fir Alisporivir (Alv) ein IFN-A-abhdngiger antiviraler Effekt beschrieben werden

[258].

Cyclosporin A Alisporivir
NH N NH N
\(/\grﬁ( ﬁN 1 \f/\g//i” ﬁN 1 3 f CypA-Affinitst
9 o} o o ,
° ° * Immunsuppression

G%*[rﬁ* & k*g;r\ 5

Abbildung 2) Struktureller Vergleich zwischen Cyclosporin A und Alisporivir [285]

Cyclosporin A und Alisporivir sind zyklische Peptide, die aus elf Aminosauren bestehen. Fir die Entwicklung von Alv
wurden drei Modifikationen eingefiihrt. Die Substitution mit Valin an Position vier fihrt zur Unterbindung der
Calcineurin-Bindung. Das Einfligen eines Alanins an Position drei erhoht die Affinitat fir Cyclophilin A. Darlber hinaus
ist das Stickstoffatom an Position vier ethyliert anstatt methyliert, was die Metabolisierung der Substanz durch
Cytochrom P450 Enzyme verhindern soll. Grafik erstellt mit molinspiration[29].



1) Einleitung

1.2) Das InterferorSystem

1.2.1) Entdeckung und Einteilung

Bereits vor der Entdeckung der IFNs war bekannt, dass der Uberstand von infizierten Zellen
antivirale Eigenschaften besitzt. Dieses Phanomen wurde als Interferenz bezeichnet. Isaacs und
Lindenmann beschrieben 1957 schlieRlich zum ersten Mal ein sogenanntes ,Interferon”,
welches verantwortlich fir diese antivirale Aktivitat war [125]. In den folgenden Jahren wurden
Interferone als Teil der angeborenen Immunantwort identifiziert, welche vor allem wahrend
viraler Infektionen von Zellen freigesetzt werden und durch die Induktion von ISGs zu einem
antiviralen Status in den Zielzellen flihren [56, 243]. 1965 wurde ein weiteres IFN identifiziert
und spater als Typ Il IFN bezeichnet [319]. Wahrend Typ | IFNs vor allem einen antiviralen Status
in moglichen Zielzellen etablieren, aktiviert das Typ Il IFN Immunzellen, um seine antiviralen
Eigenschaften auszuiiben. Schliellich wurde erst 2003 mit den Typ Ill IFNs die bisher letzten
Mitglieder der IFNs identifiziert und als in ihrer Wirkweise den Typ | IFNs dhnlich beschrieben
[153, 274].

Die Familie der humanen Typ | IFN besteht aus 13 Subtypen von IFN-a, und jeweils einem IFN-,
IFN-g, IFN-k sowie IFN-w und die Familie der Typ lll IFN aus den IFN-A 1-4, wahrend IFN-y der
einzige Vertreter des Typ Il IFN ist [162].

1.2.2) Induktion

Um die angeborene Immunantwort nach einer Virus-Infektion zu initiieren, ist es essenziell, dass
die Viren von der infizierten Zelle als fremd erkannt werden. Dies geschieht {iber sogenannte
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen asociated molecular pattern, PANP
welche eine Signalkaskade auslésen koénnen, die in der Expression von antiviralen Genen

miindet.
Pathogen assoziierte molekulare Muster und Mustererkennungs-Rezeptoren

Virale PAMPs sind vor allem virale DNA, virale doppelstrangige (ds) RNA, sowie bestimmte RNA-
Strukturen, die nicht in der Wirtszelle vorliegen sollten. Diese PAMPs werden (ber
Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRerkannt. So wird
zytosolische DNA zum Beispiel von der zyklisches GMP-AMP Synthetase (cGAS) erkannt, welche
Uber die Synthese von cGAMP zur Aktivierung des Stimulators von Interferon Genen (stimulator

of interferon genes, STINGhd zur Synthese von IFN-a fuhrt [288].



Hier soll aber vor allem auf die durch PRRs vermittelte Detektion von dsRNA eingegangen
werden, welche bei der Replikation vieler Viren vorkommt. Dabei kann zwischen

membrangebundenen und zytosolischen PRRs unterschieden werden.

Der membrangebundene Toll-dhnliche Rezeptor 3 (toll-like receptor, TLR ist im Endosom
lokalisiert und detektiert dort dsRNA, die entweder aus dem extrazelluldaren Raum
aufgenommen oder von eintretenden Viren freigesetzt wurde [3]. Die Aktivierung von TLR3
fuhrt zur Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NF-9B oder IRFs, die

schlief8lich eine IFN-Antwort auslésen [228].

Die zytosolischen PRRs, welche dsRNA erkennen, lassen sich wiederum in zwei Kategorien
einordnen. Zum einen gibt es die direkten Effektor-Molekile, die nach der Identifizierung von
dsRNA einen direkten antiviralen Effekt ausiiben. Hier ist zum Beispiel die Proteinkinase R (PKR)
zu nennen, welche nach Bindung von dsRNA aktiviert wird und den eukaryotischen
Initiationsfaktor 2a phosphoryliert. Dies fiihrt wiederum zu einem Translations-Stopp in der
Zelle, wodurch auch die Synthese viraler Proteine inhibiert wird [256]. Ein anderes dsRNA-
bindendes Protein ist die Oligoadenylatsynthetase 1 (OAS), welche 2'-5'-Oligoadenylat
synthetisiert [48]. Dieses bindet und aktiviert die RNase L, welche RNA im Zytosol unspezifisch
abbaut [344]. Beide Proteine sind I1SGs und ihre Expression daher auf eine vorherige IFN-

Induktion angewiesen.

Die IFN-Antwort wird durch die zweite Gruppe von zytosolischen dsRNA-Rezeptoren, den RIG-I-
dhnlichen Rezeptoren (RLRs), ausgelost. Diese Rezeptoren flihren nach Erkennung von dsRNA
zu einer Signalkaskade, die mit der Expression von IFNs endet. Die Gruppe der RLRs besteht aus
dem namensgebenden Retinsdure-induzierbarem Gen | (RIG-1), dem Melanoma-Differenzierung
assoziierten Protein 5 (MDAS5) und dem laboratory of genetics and physiologyLGP2), welches

jedoch zu keiner Signalweiterleitung fihrt.

Retinsdure-induzierbares Gen |

RIG-I wurde erstmals 2004 als RNA-Helikase beschrieben, die wichtig fiir die Erkennung von
dsRNA und die darauf folgende IFN-Antwort war [338]. Daher ist RIG-I von elementarer
Bedeutung fiir die angeborene Immunitat gegen virale Erreger. Als spezifischer Ligand wurden
kurze dsRNAs mit einem Triphosphat-Rest am 5°-Ende identifiziert [116]. Die Bindung von dsRNA
an den Helikase-Domanen Hell, Hel2 und Hel2i fiihrt zu einer stabilen Konformationsanderung
in RIG-I , welche die beiden Caspase Aktivierungs- und Rekrutierungs-Doméanen (CARD) freilegt,
die fiir die weitere Signalkaskade verantwortlich sind [154]. Darliber hinaus verfligt RIG-I Gber
eine Adenosintriphosphatase (ATPase)-Aktivitdt. Diese fungiert als Uberprifung der

gebundenen RNA und fiihrt zur Abspaltung von RNAs, die moglicherweise endogenen Ursprungs
6
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sind [186]. Die Bindung von triphosphorylierter dsRNA ist ausreichend fiir die Induktion der
RIG-I-Signalkaskade. Dennoch ist die Aktivitdt von RIG-I Uber verschiedene Proteine oder
posttranslationale Veranderungen wie Ubiquitinierungen reguliert [40, 244], welche wiederum

von verschiedenen viralen Mechanismen beeinflusst werden kénnen [84, 287].

RIG-I Signalkaskade

Die Signalkaskade, die durch RIG-I ausgel6st wird, erfolgt zunachst tGber das mitochondriale
antiviral-signalgebende Protein (mitochondrial antiviral signalingMAVS) [142, 266]. Nach
RNA-Bindung und Konformationsanderung von RIG-I, fiihren die freien CARDs zur Bildung von
Tetrameren [233]. Diese bilden die Basis fiir eine Anlagerung und Ausbildung von
MAVS-Filamenten [329]. Diese Filamente haben Prionen-dhnliche Eigenschaften, d.h. dass sie
eine RIG-l unabhangige Filament-Bildung von weiteren MAVS Proteinen initiieren und auf diese
Weise eine Kettenreaktion auslosen [117]. Die Oligomerisierung von MAVS |0st eine
Rekrutierung von Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierten Faktoren (TRAFs) aus [181],
welche Uber die Synthese von Ubiquitin-Ketten die Aktivierung der TANK-bindenden Kinasen
(TBKs) und der Inhibitor von NF-8B (laB)-Kinasen (IKKs) zur Folge haben [69]. Diese
phosphorylieren und aktivieren wiederum IRF-3 und -7, beziehungsweise flihren zu einer
Abspaltung von IaB und einer Aktivierung von NF-3B [79, 107, 142]. Darliber hinaus fihrt IKK-U
zur Aktivierung von IRF-1 [268]. Die Phosphorylierung der IRFs fiihrt zu ihrer Translokalisation in

den Zellkern und zur Transkription von IFN-Genen (siehe Abbildung 3) [93].
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Abbildung 3) RIG-I-Aktivierung und nachfolgende Signalkaskade [39, 240]

Triphosphorylierte dsRNA wird Uber die Helikase-Domanen von RIG-I gebunden und filihrt zu einer
Konformationsdnderung. Diese legt die beiden CARDs von RIG-I frei, welche sodann mit CARDs von MAVS interagieren
koénnen. Dies |6st eine Oligomerisierung von MAVS aus, was schliellich zur Rekrutierung von TRAF fihrt. Dadurch
werden TBKs und IkK aktiviert, welche wiederum die Aktivierung von IRFs bzw. NFkB zur Folge haben. Diese
Transkriptionsfaktoren initiieren die Transkription von Effektormolekiilen wie IFNs. Grafik wurde generiert mit
BioRender.
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1.2.3)InterferonSignalweg

Die IFN-Familien unterscheiden sich unter anderem in ihrem jeweiligen Rezeptor, tGiber welchen
sie eine Signalkaskade in Zielzellen auslésen. So bindet IFN-y an je zwei Heterodimere bestehend
aus dem IFN-Gamma Rezeptor 1 (IFNGR1) und IFNGR2 [194]. Die Bindung fihrt zu einer
Dimerisierung zweier Rezeptoren, was wiederum die Autophosphorylierung der Januskinase
(JAK) 1 und 2, die an der zytosolischen Seite des Rezeptors binden, und die Phosphorylierung
des Rezeptors selbst ermoglicht [97, 123]. SchlieBlich erfolgt dadurch die Bindung und
Phosphorylierung des Signal-Ubermittler und Aktivator der Transkription 1 (Signal transducer
and activator of transcriptior, STAT1) [96]. Dies initiiert eine Dimerisierung von zwei STAT1-
Molekilen, die auf diese Weise im Zellkern an die Gamma Interferon Aktivierungs-Stelle
(gamma interferon cativation site, GASnden und die Transkription verschiedener Mediatoren

initiieren [6].

Typ I und Typ lll IFNs fihren zu einer ahnlichen Signalkaskade, die jedoch mit der Bildung eines
Heterotrimers aus STAT1, STAT2 und IRF-9 endet, welcher auch als Interferon-stimulierter Gen-
Faktor 3 (ISGF3) bezeichnet wird [81]. Nach einer hochaffinen Bindung von Typ | IFNs an den
IFN-Alpha Rezeptor 2 (IFNAR2), erfolgt eine Rekrutierung des IFNAR1 mit niedrigerer Affinitat
[47, 162, 220]. Im Gegensatz dazu binden Typ Il Interferone an einen heterodimeren Rezeptor,
welcher aus dem IFN-Lambda Rezeptor 1 (IFNLR1) und dem Interleukin 10 Rezeptor 1§ (IL-10RB)
besteht [274]. Uber Phosphorylierungskaskaden, dhnlich zu der ausgeldsten Reaktion des
IFNGR, werden STAT1 und STAT2 phosphoryliert [53, 307]. Im Komplex mit IRF-9 binden sie als
ISGF3 im Zellkern an Interferon-stimulierte Antwort Elemente (interferon stimulated response

element, ISREnd initiieren die Transkription von ISGs [80, 81, 144].

1.2.4) InterferonA

Die vier Typ Il IFNs dhneln sich in ihrer Aktivierung und der von ihnen ausgeldsten Signalkaskade
den Typ | IFNs. Dennoch gibt es strukturelle und funktionelle Unterschiede zwischen den beiden

IFN-Familien.

Die Familie besteht aus vier humanen Subtypen (IFN-A 1-4), wobei IFN-A 4 in vielen Fallen nur
als Pseudogen vorliegt [238]. In der Maus ist auRerdem IFN-A 1 ein Pseudogen, sodass nur IFN-

A 2 und IFN-A 3 als Proteine exprimiert werden [310].

Auch in der Induktion der beiden IFN-Familien scheint es Unterschiede zu geben. So fiihrt IRF-1
zu friihen Zeitpunkten spezifisch zu einer Induktion von Typ Il Interferonen [222]. Dies wurde
ausschlieBlich Giber peroxisomal lokalisierte MAVS initiiert, was einen Mechanismus fiir eine Typ

I IFN-unabhangige Induktion von Typ Il IFNs nahe legt.
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Obwohl Typ | und Typ lll Interferone ahnliche Signalkaskaden nach Rezeptorbindung auslésen,
kdnnen sich auch die Antworten dieser beiden IFN-Familien unterscheiden. Dies kann zum einen
an einer unterschiedlichen Kinetik der beiden IFN-Familien liegen, da initial vor allem IFN-A und
erst zu spateren Zeitpunkten Typ | IFNs induziert werden [86]. Zum anderen ist die Wirkung aber
auch abhiangig von dem Zelltyp, welcher die entsprechenden Rezeptoren exprimiert. Wahrend
IFNAR von nahezu allen Zellen exprimiert wird und daher zu systemischen und pro-
inflammatorischen Reaktionen fiihrt, wird IFNLR1 vor allem auf Epithelzellen des Respirations-
und Verdauungstraktes exprimiert [204, 282]. Auf diese Weise ergianzen sich die beiden

Interferon Familien in ihrer Wirkung [189].

Daher ist es nicht verwunderlich, dass Typ Il IFNs vor allem fir die antivirale Aktivitdat im

Verdauungstrakt sowie in der Lunge von elementarer Bedeutung sind [11, 55, 131, 211].

1.2.5) Interferonstimulierte Gene

Prinzipiell sind alle Gene, die durch IFNs induziert werden, I1SGs. Dazu gehéren sowohl Gene, die
durch Typ | und Typ Il Interferone mittels ISGF3 induziert werden, als auch jene, die Gber IFN-y
reguliert werden. Allerdings ist die Nomenklatur nicht eindeutig [263]. So gibt es ISGs, die auch
konstitutiv exprimiert und durch eine IFN-Antwort lediglich verstarkt exprimiert werden (z.B.
RIG-I) [212]. Darlber hinaus gibt es Gene, welche durch eine IFN-Signalkaskade herunter

reguliert werden [304].

Daher gibt es einige Studien, welche genomweite Analysen durchgefiihrt haben, um
Interferone-stimulierte Gene zu identifizieren und ihre Bedeutung fiir verschiedenen Viren zu
charakterisieren [224, 247, 270]. Dabei konnten bereits einige I1SGs identifiziert werden, die fir
den antiviralen Effekt gegen bestimmte Viren von Gbergeordneter Rolle sind. Weiterhin sind die
verschiedenen antiviralen Mechanismen der I1SGs, welche prinzipiell mit allen Schritten des

viralen Replikationszyklus interferieren kénnen, Gegenstand aktueller Forschung [263].

Die Regulation der IFN-Antwort und der Induktion von ISGs ist von elementarer Bedeutung, um
eine zielgerichtete und angemessene Immunantwort auszulésen. Aus diesem Grund gibt es
verschiedene ISGs, die einen regulativen Einfluss auf die IFN-Antwort haben und daher positive

sowie negative Rickkopplungsschleifen darstellen.

Um eine effektive IFN-Antwort zu gewahrleisten, fiihren IFNs (iber die Aktivierung von IFN-
Rezeptoren zu einer erhéhten Proteinexpression von unter anderem RIG-I oder IRFs [193, 197,
314]. Dies resultiert nicht direkt in einer verstarkten IFN-Expression, sondern erhdht vielmehr

die Sensitivitat der Zelle fir moglicherweise eintretende Viren [82]. Eine weitere positive



Rickkopplungsschleife betrifft die durch IFNs ausgeldste Signalkaskade. So fiihrt eine erhéhte

Expression der STAT Proteine nach IFN-Stimulation zu einer effizienteren Signalgebung [164].

Eine unkontrollierte Aktivierung dieser Signalwege wiirde jedoch zu Interferonopathien fiihren
[141]. Daher induziert eine Interferon-Antwort stets auch I1SGs, welche einen negativen Einfluss
auf diesen Signalweg haben. So blockt zum Beispiel die Ubiquitin-spezifische Peptidase 18
(USP18) die Interaktion von JAK mit dem IFN-Rezeptor [191]. Weitere negative Regulatoren sind
die Suppressoren der Zytokin-Signalgebung (SOCS), welche ebenfalls die Aktivierung des JAK-
STAT-Signalweges unterbinden und auf diese Weise die IFN-Signalkaskade blockieren [17, 72].
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Abbildung 4) Schematische Darstellung der Interferon-Induktion durch dsRNA [223]

RIG-I erkennt dsRNA in virusinfizierten Zellen als fremd und wird aktiviert. Dies fuhrt zu einer Aktivierung und
Oligomerisierung von MAVS. Diese sind membrangebundene Signalproteine, welche zu einer Aktivierung von IRFs
flhren. Dabei |6sen mitochondriale MAVS eine Typ | und Typ IIl IFNs Antwort aus, wahrend peroxisomale MAVS
ausschlieBlich zu einer Induktion von Typ Il IFNs fihren. Die induzierten Interferone werden freigesetzt und binden
autokrin oder parakrin an ihren jeweiligen Rezeptor. Dies wiederum |6st den JAK/STAT Signalweg aus, der zur Bildung
des Transkriptionsfaktors ISGF3 fihrt. ISGF3 transloziert in den Zellkern und initiiert die Expression von hunderten
verschiedenen ISGs. Grafik generiert mit BioRender.

Die Induktion von ISGs durch den IFN-Signalweg ist komplex reguliert und durch viele Faktoren
beeinflusst. So kann eine Verdnderung der Chromatin-Struktur eine unterschiedliche Expression
von zwei ISGs zur Folge haben, die durch die selben Signale aktiviert werden [212]. AuRerdem

fuhrt eine IFN-Antwort nicht nur zu einer Induktion von klassischen 1SGs, sondern auch zu einer

Expression von z.B. langen nicht-kodierenden RNAs (IncRNA) [137]. Tatsachlich haben Shaw et
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al. gezeigt, dass bis zu 10 % des Genoms in unterschiedlicher Auspragung durch eine IFN-
Behandlung beeinflusst sein kdnnen [270]. Dies zeigt die Komplexitdt der durch IFNs induzierten
Vorgange in Zellen. Nichtdestotrotz konnten die Autoren mittels vergleichender Studien von 10
verschiedenen Wirbeltieren (darunter auch der Mensch) zeigen, dass es nur 62, Kern“-1SGs gibt,
die universell induziert werden [270]. Darunter befinden sich Proteine, die fiir die Erkennung
von Viren verantwortlich sind (z.B. RIG-1 oder MDADS), die die IFN-Antwort positiv und negativ

beeinflussen (z.B. STAT1 und 2; SOCS1) und klassische antivirale I1SGs (z.B Viperin).

Ein Teil der antiviralen Aktivitat der Cyclophilin-Inhibitoren ist durch die IRF-1-abhdngige
Induktion von IFN-A und nachfolgend die Induktion von ISGs bedingt. In Transkriptom-Analysen
CsA-behandelter Zellen konnten unter anderem eine Induktion der ISGs Cytidin/Uridin
Monophosphat-Kinase 2 (CMPK2) und Z-DNA bindendes Protein 1 (ZBP1) nachgewiesen werden
[258]. ZBP1 ist ein ISG, welches zunachst hauptsachlich als Sensor fiir virale dsDNA beschrieben
wurde [130, 293] und vor allem Gber die Aktivierung des Inflammasoms sowie die Induktion von
Nekroptose wirkt [133]. Allerdings ist ZBP1 auch in der Lage virale RNA zu detektieren und ist
zum Beispiel ein wichtiger antiviraler Mediator in der IAV-Infektion [156, 188]. Die Wirkung von
CMPK2 zielt direkt auf die RNA-abhangige RNA-Polymerase verschiedener Viren ab, indem
zusammen mit dem ISG Viperin, die Synthese von ddhCTP katalysiert wird [92, 349]. ddhCTP
wiederum flhrt zum Abbruch der RNA-Synthese der viralen Polymerase [92]. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass CMPK2 unabhéangig von IFNs direkt (iber IRF-1 induziert werden

kann [157, 349].

1.3) Vesikulares Stomatitis Virus

1.3.1) Taxonomie

Vesikuldre Stomatitis Viren (VSV) lassen sich in zwei Serotypen unterteilen: New Jersey und
Indiana. Zusammen gehdren sie der Gattung der Vesiculovirenn, welche wiederum der Familie
der Rhabdoviridaén der Ordnung der Mononegaviralesugeordnet sind [112]. Das in dieser
Arbeit genutzte Virus ist das Vesikuldre Stomatitis Indiana Virus, im Folgenden als VSV

bezeichnet.

1.3.2) Epidemiologie und Pathogenese

VSV ist endemisch in Mittel- und Stidamerika, fihrt aber auch in Nordamerika zu regelmaRigen
Ausbriichen in Abstdnden von bis zu 10 Jahren [301]. Betroffen sind vor allem Pferde, aber auch
Schweine, Rinder und Kamelartige. Die Infektion verursacht eine vesikulare Stomatitis (VS),
welche sich in erhohten Speichelfluss mit einhergehenden Lasionen im Bereich der
Schleimhiute widerspiegelt [27, 201]. Auf Grund der Ahnlichkeit der Symptome zu der
schwerwiegenden Maul- und Klauenseuche, werden betroffenen Betriebe meist unter
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Quarantidne gestellt [301]. Die Ubertragung erfolgt tiber Stechmiicken und eine aktive
Vektorbekdampfung ist essenziell fiir die Kontrolle der Virusverbreitung [203, 232]. Neben den
O0konomischen Kosten fiir die betroffenen Betriebe, kann VSV auch zu einer direkten Infektion
des Menschen fiihren [27, 201]. Hier verursacht eine Infektion milde respiratorischen

Symptomen [75].

1.3.3) Morphologie und Genomstruktu

Als Mitglied der Familie Rhabdovirirdaebesitzt das umhillte VSV ein einzelstringiges
RNA-Genom in negativer Orientierung. Dieses besteht aus etwa 11 Kilobasen (kb), die fir
insgesamt fuinf Strukturproteine kodieren [250]. Das Nukleoprotein (N-Protein) ummantelt das
virale Genom und bildet zusammen mit diesem und dem Phosphoprotein (P-Protein) und der
Polymerase L das Nukleokapsid [94, 95]. Durch die Interaktion mit dem Matrixprotein (M)
entsteht eine helikale Struktur, die durch das Buddingan der Plasmamembran von zelluldrer
Membran umhiillt wird, in welcher das Glykoprotein (G) inkorporiert ist [218, 249]. Darliber
hinaus werden die nicht-Strukturproteine C und C" exprimiert. Diese werden Uber alternative
Startcodons innerhalb des P Gens abgelesen und scheinen eine Rolle in der Transkription der

viralen RNA zu spielen [234].

-_—_—_—__’

Abbildung 5) Viruspartikel und Genomstruktur des VSV [178]

Ein infektioses VSV-Partikel besteht aus funf Strukturproteinen: Dem Nukleoprotein (N), dem Phosphoprotein (P),
dem Matrixprotein (M), dem Glykoprotein (G) und der Polymerase L. Diese werden wahrend der Replikation mit
absteigender Menge transkribiert, wodurch ein natirliches Proteingefalle der Virusproteine entsteht. Grafik generiert
mit BioRender.

1.3.4) Replikationszyklus

Die Bindung des Virus an die Zielzelle erfolgt GUber das G-Protein an den zellularen Rezeptor (low
density lipoprotein receptor, LDLR6]. Die Aufnahme in die Zielzelle erfolgt tiber Endozytose
und eine Anderung des pH-Wertes im Endosom |6st eine Konformationsdnderung des
G-Proteins aus, was schlieBlich zur Verschmelzung der viralen und endosomalen Membranen
fiihrt [208]. Die primare Transkription des viralen Genoms erfolgt tiber den, aus dem L- und
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P-Protein bestehenden, Polymerasekomplex, der mit dem eindringenden Nukleokapsid
assoziiert ist. Es entstehen mess@ger RNAs (mRNAs), die durch die zelluldre
Tranlationsmaschinerie in virale Proteine Ubersetzt werden [177]. Die Akkumulation des
N-Proteins und die damit verbundene Enkapsidierung des naszierenden Genoms fihrt dazu,
dass die Polymerase vermehrt vollstandige Antigenome synthetisiert, welche anschlieRend in
neue Genome umgeschrieben werden [9]. Die Freisetzung von viralen Partikeln erfolgt nach

Kondensierung des Nukleokapsids durch Buddingan der Plasmamembran.

1.3.5) Bedeutung deéFNsflr die VSWnfektion

VSV flhrt nach Infektion in den meisten Zelllinien zu einer Induktion von IFNs und ist IFN-sensitiv
[10, 126]. Dass eine Ko-Infektion mit dem Vaccinia Virus, welches starke IFN-antagonistische
Eigenschaften besitzt, einen signifikanten Anstieg der VSV Replikation zur Folge hat,
unterstreicht die IFN-Sensitivitat des VSV [320]. Dennoch verfiigt auch VSV (iber einige wenige
Mechanismen, um die zelluldre IFN-Antwort zu antagonisieren. So fiihrt das M-Protein zu einer
Reduktion der zelluldren Gen-Expression, wahrend das G-Protein die Wirkung des antiviralen
ISGs Tetherin inhibiert [28, 151]. Dariber hinaus konnten bereits einige ISGs identifiziert
werden, die wichtige Restriktionsfaktoren fiir eine VSV Infektion zu sein scheinen. So wurden
das Tripartit-Motif beinhaltende Protein 69 (Tripartite motif containingTRIM69) und das IFN-
induzierte Protein mit Tetratricopeptid Wiederholungen 2 (IFIT2) als wichtige I1SGs wahrend der
VSV-Infektion beschrieben, die die Transkription der Wirtszelle und damit auch des Viruses
inhibieren [73, 155]. AuBerdem fiihrt eine Aktivierung des IFN-Signalweges zur Sekretion einer

I6slichen Variante des LDLR, dem Rezeptor fiir VSV, welche ebenfalls antiviral wirkt [77].

1.3.6) VSV als Modalirus

VSV findet als Modell-Virus in vielen verschiedenen Bereichen Anwendung [214]. So wird VSV
aufgrund seiner IFN-Sensitivitat routinemaRig fir Assays verwendet, die die Funktion von IFNs
untersuchen [253]. Darliber hinaus werden VSV-Varianten, deren G-Protein durch das
Oberflachenprotein eines anderen Virus ausgetauscht wurde, verwendet, um den Zelltropismus
und den Viruseintritt dieser Viren in die Zielzelle zu untersuchen [321]. Zudem dienen solche
modifizierten Viren als Basis flir VSV-basierte Impfstoffe [70]. Andererseits kann das G-Protein
des VSV genutzt werden, um zum Beispiel lentiviralen Vektoren den Eintritt in bestimmten
Zielzellen zu ermoglich, da VSV dazu in der Lage ist nahezu alle humanen Zellen zu infizieren
[99]. Zusammen mit der Fahigkeit, trotz groer Insertionen in das virale Genom, effizient zu

replizieren, ermoglicht dies zudem das Einbringen von DNA in die Zielzellen [101].

Diese Eigenschaften des VSV machen seinen breiten Anwendungsbereich als Modell-Virus oder

gentechnisches Werkzeug deutlich. Dartiber hinaus war VSV fiir diese Arbeit aus zwei weiteren
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Griinden von Interesse. Zum einen konnte bereits gezeigt werden, dass CsA dazu in der Lage ist
die VSV-Replikation zu hemmen, was VSV zu einem geeigneten Kandidaten fir die Untersuchung
des antiviralen Effekts von CsA macht [22]. Zum anderen stellt es neben den verwendeten
Coronaviren, die ein RNA-Genom in positiver Orientierung besitzen, einen Vertreter der Viren

mit negativ orientiertem RNA-Genom dar.
1.4) Coronavidae

1.4.1) Taxonomie

Die Familie der Coronaviridaevird der Ordnung Nidoviraleszugeordnet. Innerhalb der Familie
Coronaviridaevird zwischen den Gattungen a-/ B-/ y- und 6-Coronaviren unterschieden, wobei
die humanpathogenen Vertreter in den ersten beiden Subtypen zu finden sind [297].
Humanpathogene Viren aus dieser Familie sind zum einen niedrig-pathogene Erreger, wie das
humane Coronavirus 229E, welches Ausloser fiir eine Erkaltung ist, aber auch hochpathogene
Viren, wie das MERS-Coronavirus (Middle East respiratory syndr@ntoronavirus,MERS-CoV)
oder das SARS-Coronavirus (severe acute respiratory syndrome coronaviisfRs-CoV) und
SARS-CoV-2, welche zu Ausbriichen von respiratorischen Erkrankungen mit erheblichen
Sterblichkeitsraten gefiihrt haben [302, 322]. In der vorliegenden Arbeit wurden MERS-CoV und
SARS-CoV-2 verwendet.

1.4.2) Epidemiologie und Pathogenese

Das erste Coronavirus wurde 1930 beschrieben und 30 Jahre spater wurde mit dem hCoV-229E
das erste humanpathogene Coronavirus charakterisiert [103, 261]. Wahrscheinlich waren alle
menschlichen Coronaviren zundchst zoonotische Viren, was bedeutet, dass ihr natirliches
Reservoir in der Tierwelt zu finden ist [49, 60]. Wie sich in den Ausbriichen des SARS-CoV in
2003, MERS-CoV in 2012 und nicht zuletzt SARS-CoV-2 in 2019 gezeigt hat, besitzen diese Viren
ein enormes epidemisches und pandemisches Potenzial. So hat das Auftreten von SARS-CoV und
MERS-CoV zwar zu vergleichsweise kleinen Ausbriichen hauptsachlich in Siidost-Asien bzw.
Saudi-Arabien mit niedrigen Fallzahlen geflihrt, doch I6sen Infektionen mit diesen Viren schwere
und nicht selten letale Atemwegsinfektionen aus [297, 322]. Der Ausbruch des SARS-CoV-2
gegen Ende 2019 zeigt dariiber hinaus das pandemische Potenzial dieser Viren mit weltweit Giber
770 Millionen nachgewiesenen Infektionen in weniger als finf Jahren, die Dunkelziffer liegt

vermutlich wesentlich hoher (Stand: August 2024) [54, 346].

Eine Infektion mit SARS-CoV-2 oder MERS-CoV fiihrt zu zum Teil fulminanten Infektionen des

Respirationstraktes, da diese Viren effizient in den unteren Atemwegen replizieren. Im
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1) Einleitung

Gegensatz dazu infizieren die niedrig-pathogenen Coronaviren vor allem Zellen der oberen

Atemwege.

Die Inkubationszeit fur die durch SARS-CoV-2 ausgeldste Coronavirus-induzierte Krankheit
(COVID-19) betragt etwa 2-7 Tage und betroffene Patienten entwickeln zunéachst
Grippe-dhnliche Symptome wie Fieber, trockenen Husten, Gelenk- und Gliederschmerzen oder
Kopfschmerzen [160, 267, 313]. Etwa sechs Tage nach Auftreten der Symptome erreicht die
Viruslast in den Patienten ein Maximum. Dariber hinaus geht eine Infektion mit SARS-CoV-2 mit
einer starken inflammatorischen Antwort in der Lunge einher, welche maligeblich zur
Pathogenitat der Erkrankung beitragt [284, 300]. Schwere Verldaufe zeigen etwa 8-9 Tage nach
Einsetzen der Symptome ein akutes Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome,
ARDS) [313]. Dariber hinaus kdonnen Herzarrhythmien auftreten oder die Patienten einen
Schock erleiden [313]. Die Mortalitatsrate liegt bei etwas unter einem Prozent und ein hoheres
Risiko fiir einen schweren Verlauf haben vor allem é&ltere Menschen und Patienten mit

Vorerkrankungen wie Bluthochdruck, Ubergewicht oder Diabetes [54].

MERS-CoV |6st eine schwere Atemwegsinfektion aus. Die Inkubationszeit betrdgt etwa 5-7 Tage
[308]. Auch hier beginnen die Symptome mit Fieber, Atemnot und Husten, wahrend Symptome
der oberen Atemwege, wie Schnupfen oder Halsschmerzen, selten sind [8]. Haufig entwickeln
sich Lungenentziindungen. Seltener sind andere Organe wie der Gastrointestinal Trakt
betroffen. Auch hier haben &ltere Menschen oder Patienten mit Vorerkrankungen ein hoheres
Risiko fur einen schweren Verlauf, der auch zu akutem Nierenversagen fiihren kann [339]. Die
Mortalitdtsrate betragt etwa 35 %, wobei diese Zahl die wahrscheinlich haufig
asymptomatischen Infektionen nicht mit einbezieht [207]. Auch die Pathogenese des MERS-CoV

wird vor allem durch die schwere Inflammation im unteren Atemwegstrakt bestimmt [5].

1.4.3) Morphologie und Genomstruktur

Vertreter der Coronaviridaehaben eine spharische Form und bestehen aus insgesamt funf
Strukturproteinen. Das Nukleokapsidprotein N enkapsidiert das virale Genom, welches als
einzelstrangige RNA in positiver Orientierung vorliegt und mit Gber 30 kb das grofSte virale RNA-
Genom darstellt [187]. Das Membranprotein M und das EnvelopeProtein E sind wichtig fur die
Inkorporation des viralen Genoms in virale Partikel wahrend der Assemblierung [23]. In die
Membran ist das SpikeProtein S inkorporiert, welches den Zelleintritt sowie die Fusion mit der

endosomalen Membran auslost [21].

Darliber hinaus kodiert das Genom filir 15-16 nichtstruktur-Proteine (nsp) und diverse

akzessorische Proteine. Die nsps sind in dem offenen Leserahmen (open reading frameQRF) 1a

15



bzw. ORFlab lokalisiert, der letztere wird durch eine Verschiebung des Lese-Rasters abgelesen
[13]. Nsp 2-11 sind wichtige Ko-Faktoren des Replikations- und Transkriptions-Komplexes,
welcher aus den nsp 12-16 besteht [38, 88, 279]. Die RNA-abhadngige RNA-Polymerase wird von
nsp 12 kodiert. Nsp 1 interferiert mit der Translationsmaschinerie der Zielzelle und ist nicht

direkt an der viralen Replikation beteiligt [264].

SchlieRlich werden akzessorische Proteine kodiert, welche nicht essentiell fiir die virale
Replikation sind, aber wichtige Virulenz-Faktoren darstellen. Diese unterscheiden sich zum Teil
deutlich zwischen den verschiedenen Vertretern der Coronaviren [120]. So werden wahrend der
MERS-CoV-Infektion nur vier akzessorische Proteine exprimiert (AP3, AP4a, AP4b und APS5),
welche vor allem IFN-antagonistische und anti-inflammatorische Effekte ausiiben [336]. Fiir
SARS-CoV-2 sind mehr akzessorische Proteine beschrieben, die neben den
anti-immunregulatorischen Eigenschaften auch mit Autophagie- und Apoptose-assoziierten

Prozessen interagieren kdnnen [106, 242, 296].

Nsp 12-16

Abbildung 6) Virus-Partikel und Genomstruktur mit schematischer Darstellung der sgRNA des SARS-CoV-2 [211]
Das SARS-CoV-2 besteht aus der mit dem Nukleokapsid (N) Protein enkapsidierten RNA. Diese wird von der Membran
umbhiillt, in welche das Membran (M) Protein sowie das Envelope(E) Protein integriert sind. Das Spike (S) Protein gibt
dem Virus seine namengebende Erscheinung. Das virale Genom besteht aus dem ORF1a und ORF1b, welche wéhrend
der primaren Translation abgelesen werden und den Replikations- und Transkriptions-Komplex bilden. Dieser fihrt
zur Synthese von neuer genomischer RNA sowie subgenomischen RNAs (sg RNAs), welche als Vorlage fiir die Protein-
Synthese der Struktur- und der akzessorischen Proteine dienen. Grafik generiert mit BioRender.

1.4.4) Replikationszyklus
Die Anheftung der viralen Partikel an die Zielzelle erfolgt tiber das S Protein, welches an den

entsprechenden Rezeptor bindet. Dieser ist das Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2) fiir
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1) Einleitung

SARS-CoV und SARS-CoV-2 und die Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP4) fiir MERS-CoV [166, 171, 240].
Nach Endozytose der Viruspartikel vermittelt das S Protein die Fusion der viralen Membran mit
der endosomalen Membran und das virale Genom wird in das Zytosol freigesetzt. Dort erfolgt
zunachst eine Translation des ORF1 bzw. ORFlab, wodurch die Polyproteine ppla und pplab
entstehen. Diese werden sodann durch die durch nsp5 codierte Haupt-Protease (main protease,

MP™) proteolytisch gespalten [350].

Der Replikations- und Transkriptions-Komplex synthetisiert nun, auf Grundlage des positiv
orientierten RNA Genoms, zum einen Volle-Lange Antigenome, die als Vorlage fiir die Synthese
neuer positiv orientierter Genome dienen, und zum anderen negativ orientierte subgenomische
RNAs (sgRNAs) [260]. Diese dienen wiederum als Vorlage fiir die Synthese von positiv
orientierten sg mRNAs. Die sgRNAs werden von den ORFs, die fiir die Strukturproteine sowie die
akzessorischen Proteine kodieren, abgelesen, welche im Bereich des 3’-Ende des viralen
Genoms lokalisiert sind. Die RNA-Synthese des Antigenoms und der neuen Genome sowie der
sgRNAs erfolgt in Doppelmembran-Vesikeln (DMV), welche die virale RNA-Maschinerie vor
zytosolischen Faktoren abschirmen, wie PRRs oder anderen antiviralen Mediatoren [149, 280].
Die viralen Strukturproteine und die neu synthetisierten viralen Genome assemblieren und
knospen an Membranen des endoplasmatischen Retikulums oder Golgi-Netzwerkes (ERGIC) und
werden schlieBlich (iber Exozytose freigesetzt [100]. Neuere Studien zeigen zudem eine

Beteiligung von Lysosomen in diesem Prozess [91].

1.4.5) Bedeutung der IBNir Co/-Infektionen

Der Verlauf einer Infektion mit SARS-CoV-2 ist unter anderem abhéangig von einer frihen und
robusten IFN-Antwort der Epithelzellen [284], die eine initiale Einddmmung der Infektion
ermoglicht. Gelingt dies nicht, erhoht sich das Risiko, dass sich die Infektion ausbreitet und eine
Uberschiefende inflammatorische Antwort wird in Gang gesetzt wird, die zu Interferonopathien
und einem Zytokin-Sturm fiihren kann [12, 34, 161] . Dabei hat sich gezeigt, dass eine friihzeitige
Behandlung mit IFN eine signifikante Verbesserung des Krankheitsverlaufs wahrend der SARS-
CoV-2 und MERS-CoV-Infektionen bewirken kann [68, 245]. In Ubereinstimmung mit diesen
Befunden, fiihrte eine Behandlung von Calu3 Zellen oder humanen Lungenschnitten mit CsA zu
einer zum Teil IFN-A-abhdngigen Reduktion der viralen Replikation [258, 259]. Dies zeigt, dass
diese Viren sensitiv sind fiir eine zelluldre IFN-Antwort. So konnten zum Beispiel die ISGs OAS
und die IFIT-Proteine als wichtige Restriktionsfaktoren fur die Infektion mit MERS-CoV oder
SARS-CoV-2 charakterisiert werden [275, 299, 323, 328]. Aus diesem Grund ist es nicht
verwunderlich, dass Coronaviren Mechanismen entwickelt haben, um die zelluldre IFN-Antwort

zu antagonisieren. Diese kdonnen mit nahezu jedem Schritt in der zellularen IFN-Antwort
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interferieren: Von der Detektion, Gber die RIG-I- und IFN-Rezeptor-Signalgebung, bis hin zur
Wirkung der ISGs. So fihrt die Lokalisation der viralen RNA-Synthese in den DMVs dazu, dass
potenziellimmunstimulatorische RNA-Strukturen nicht von zytosolischen Rezeptoren detektiert
werden konnen [149]. Dariber hinaus fungiert die RNA-Polymerase des SARS-CoV-2 als
CappingEnzym und tarnt virale RNA auf diese Weise als zelluldre RNA [312]. Das SARS-CoV-2 M
Protein sowie das akzessorische MERS-CoV ORF4a Protein reduzieren eine IFN-Induktion durch
die Inhibition der IRF-3- und IRF-7-Aktivitat [278, 336]. Auch die IFN-Signalgebung und Induktion
von ISGs kann Uber verschiedene Coronavirus-Proteine gehemmt werden [213, 316]. SchlieBlich
konnen auch die Effekte einzelner 1ISGs gechemmt werden. So wirkt das MERS-CoV ORF4b Protein
der Aktivierung der RNase L entgegen, indem es den second messangeX’',5'-Oligoadenylat

enzymatisch degradiert [299].

Eine potenziell externe IFN-Antwort zu friihen Zeitpunkten der Infektion, solange noch wenige
IFN-antagonistische Virusproteine exprimiert wurden, kénnte daher ein vielversprechender

Ansatzpunkt sein, um die virale Replikation friih zu stoppen [184].
1.5) Autophagie

1.5.1) Entdeckung und Funktion

Als Autophagie (griechisch fur: ,sich selbst verzehrend”) wird ein zelluldrer Vorgang bezeichnet,
bei welchem Teile des Zytosols von Membranen umschlossen werden. Diese Einschliisse
(Autophagosome) fusionieren sodann mit Lysosomen zu so genannten Autolysosomen, in

welchen der proteolytische Abbau des Inhaltes erfolgt.

1956 wurden erstmals Lysosomen-dhnliche elektronendichte Strukturen beschrieben, welche
spater als Autophagosomen bezeichnet wurden [221]. Erst 1992 wurde jedoch beschrieben,
dass die Autophagie ein wichtiger katabolischer Prozess ist, welcher vor allem wahrend
nahrstoffarmen Bedingungen fiir eine Bereitstellung von ausreichenden Metaboliten
verantwortlich ist [294]. Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass Autophagie auch wahrend
nahrstoffreichen Bedingungen aktiv ist und dann vor allem am Abbau beschadigter
Zellorganellen wie Mitochondrien sowie von eindringenden Pathogenen beteiligt ist [57, 165].
Dieser Prozess wird als selektive Autophagie bezeichnet, wahrend die Autophagie wahrend
nadhrstoffarmen Bedingungen nicht selektiv ist. Am Ablauf sowie an der Regulation der
Autophagie sind vor allem, aber nicht ausschlielRlich, sogenannte Autophagie-assoziierte Gene

(Atgs) beteiligt [199].
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1.5.2) Ablauf

Autophagie ist ein komplexer Vorgang, an welchem viele Proteine beteiligt sind. Darliber hinaus
gibt es einige regulatorische Mechanismen. Ein elementares Protein fiir die klassische nicht
selektive Autophagie, wie sie unter nahrstoffarmen Bedingungen auftritt, ist die Unc-51-
dhnliche Autophagie aktivierende Kinase (ULK) 1. Diese stellt die Verbindung zwischen den
Nahrstoff-Sensoren Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) sowie dem
Saugetier-Ziel von Rapamycin (mammalian target of rapamycirmTOR und der Bildung von
Autophagosomen dar [31]. Daraufhin erfolgt unter Beteiligung verschiedener Proteinkomplexe
zunachst die Initiation an Pre-Autophagosomalen Strukturen (PAS), anschlieRend die Elongation

der autophagosomalen Membran und schlieBlich die Fusion mit Lysosomen.

Initiation und Elongation

AMPK und mTOR sind Nahrstoff-Sensoren, die iber den Mangel von Energie oder Nahrstoffen
wie Aminosauren reguliert werden [87, 337]. Unter nahrstoffreichen Bedingungen fiihrt mTOR
zu einer Phosphorylierung von ULK1 an Serin 757, welche die Bildung des ULK1-Komplexes sowie
die Interaktion mit AMPK verhindert (siehe Abbildung 7) [145]. Unter nahrstoffarmen
Bedingungen erfolgt jedoch eine Inaktivierung von mTOR sowie eine Aktivierung von AMPK,
welche zusatzlich mTOR inhibiert und schlieBlich zu einer Aktivierung von ULK1 und dem
ULK1-Komplex fiihrt [145]. Zu dem ULK1-Komplex gehort unter anderem Atgl3, welches nach
Aktivierung mit PAS assoziiert und damit den Startpunkt fir die Bildung von Autophagosomen
darstellt [290, 291, 332]. Der ULK1-Komplex aktiviert zudem den Phosphatidylinositol-3-Kinase
(P13K)-Komplex, welcher essenziell ist fiir die Initiation von autophagosomalen Membranen

[209].

Die Elongation der Membranen, um Autophagosome zu bilden, wird vor allem durch LC3B
vermittelt, welches durch den Atg12-Atg5-Komplex an Phosphatidylethanolamin (PE) gekoppelt
wird [104] und als solches als LC3B-Il bezeichnet wird und in Membranen verankert ist. Mittels
positiv geladener Aminosauren fihrt LC3B-1I zur Anbindung (tethering) und Verschmelzung von

Membranen und zur Ausbildung von Autophagosomen [317].

Autolysosomaler Abbau

Damit es zum Abbau der von den Autophagosomen umschlossenen Makromolekiile und
Zellorganellen kommt, missen die Autophagosomen mit Lysosomen fusionieren. Dafir kommt
es zu einem Rab 7-abhangigen Transport entlang von Microtubuli zu den Lysosomen [127, 200].
Neuere Studien beschreiben, dass auch andere Proteine des Zytoskeletts, wie das
Intermediarfilament Vimentin, an diesem Prozess beteiligt sind [15]. Lysosomen flihren mittels
eines saurem Milieus und der hdchsten Protease-Konzentration in der Zelle zum proteolytischen
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Abbaus ihres Inhaltes [64, 225]. Dabei werden sowohl extrazelluldre (z.B. Pathogene) als auch
intrazelluldre Strukturen oder Molekiile Gber den endosomalen bzw. den autophagosomalen

Weg abgebaut, um elementare Bausteine wie Aminosaduren oder Nukleotide zu recyceln [63].
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Abbildung 7) Schematische Darstellung des Ablaufs der nicht selektiven Autophagie [31, 210]

Unter nahrstoffarmen Bedingungen wird mTOR inhibiert, wahrend AMPK aktiviert wird. Dies fuhrt zur Aktivierung
von ULK1 und Bildung des ULK1-Komplexes. Dieser interagiert und aktiviert wiederum den PI3K-Komplex. Zusammen
mit Atg9, welches in Membranen inkorporiert ist, flihren diese Komplexe zur Initiation der Autophagosomen-Bildung.
AnschlieBend werden die Membranen (iber LC3B elongiert, bis sich abgeschlossenen Autophagosomen gebildet
haben. Diese fusionieren schlieRlich mit Lysosomen und es kommt zum proteolytischen Abbau der umschlossenen
Strukturen und Proteine. Grafik generiert mit BioRender.

Rezeptor-vermittelte Autophagie
LC3B hat neben seiner Funktion in der Membran-Elongation noch eine weitere Aufgabe.

Zusammen mit anderen Mitgliedern der Atg8-Familie (dazu gehort die GABARAP-Familie sowie
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1) Einleitung

die LC3-Familie) agiert es als Adapter fiir die selektiven Autophagie-Rezeptoren (SARs) [136].
Diese vermitteln die selektive Autophagie, welche essenziell fir den gezielten Abbau von

Protein-Aggregaten, Zellorganellen oder auch Signalproteinen wie RIG-| ist.

SARs besitzen LC3-Interaktions-Regionen (LIR), Gber welche sie an die LIR-Andock-Stellen (LIR
docking site, LDSvon Proteinen der Atg8-Familie binden [122]. Auf diese Weise wird die
gebundene ,Fracht” an der autophagosomalen Membran verankert und schliefllich von dem
Autophagosom umschlossen [277]. Der erste beschriebene SAR ist p62, welcher unter anderem
zum Abbau von Protein-Aggregaten oder Mitochondrien fihrt [108, 231]. Dariber hinaus

koénnen die l6slichen SARs die Autophagie-Maschinerie zu ihren Zielstrukturen rekrutieren [136].

Eine gut beschriebene Form der selektiven Autophagie ist die Mitophagie. Bei dieser werden
depolarisierte oder andersartig beschadigte Mitochondrien abgebaut [341]. Mitophagie kann
Uber verschiedene SARs induziert werden. Beispielsweise fungiert Optineurin als SAR fir

beschadigte Mitochondrien, welche auf Grund ihrer Depolarisierung ubiquitiniert wurden [327].

1.5.3) Reguaition

Die nicht selektive Autophagie wird vor allem wahrend ndhrstoffarmen Bedingungen aktiviert,
wahrend SARs auch unter nahrstoffreichen Bedingungen zur selektiven Autophagie von z.B.
beschadigten Zellorganellen fiihren. Uber die primiren Initiatoren AMPK und mTOR hinaus gibt
es noch weitere Faktoren, die die Aktivitdat der Autophagie beeinflussen kénnen. So fiihrt die
c-Jun N-terminale Kinase (JNK), welche bei verschiedenen Stresssituationen der Zelle aktiviert
wird, zu einer Aktivierung des PI3K-Komplexes sowie zur Expression von Atgs [347]. Auch STAT3,
welcher durch die Signalgebung von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren aktiviert wird, spielt
eine Rolle in der Regulation der Autophagie [273]. Interessanterweise kdnnen auch Pathogene
die Autophagie beeinflussen. So nutzen Legionellen die selektive Autophagie fir die
Rekrutierung eines Toxins zu den autophagosomalen Membranen, welches den Aufbau der
Autophagosomen blockiert [333]. SchlieRlich ist die transkriptionelle Regulation der
Autophagie-assoziierten Proteine durch Transkriptionsfaktoren wie FoxO3 elementar fir die
Regulation der Autophagie selbst [342]. Ein Schllsselfaktor fiir die transkriptionelle Regulation
der Autophagie ist der Transkriptionsfaktor EB (TFEB), welcher die Transkription vieler Atgs
initiiert [257]. Neben seiner posttranslationalen Regulation der Autophagie lber die Inhibition
des ULK1-Komplexes, vermittelt mTOR zudem die Phosphorylierung von TFEB, welcher in dieser
Form inaktiv im Zytoplasma vorliegt (siehe Abbildung 8) [195]. Auf diese Weise (ibt mTOR auch
auf transkriptioneller Ebene einen regulatorischen Einfluss auf die Autophagie aus. Medina et

al. konnten mit Calcineurin schlieRlich auch die Phosphatase identifizieren, die fir die
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Dephosphorylierung von TFEB verantwortlich ist [205]. Diese Studien zeigen, dass Autophagie

ein komplexer Prozess ist, welcher durch ebenfalls komplexe Mechanismen reguliert wird.

Abbildung 8) Regulation des Transkriptionsfaktors EB durch mTOR [181, 206]

Der Transkriptionsfaktor EB (TFEB) fiihrt zur Expression von Autophagie assoziierten Genen (autophagyrelatec
proteins (Ag)), welche Autophagie induzieren. TFEB liegt hauptsdchlich phosphoryliert und damit inaktiv im
Zytoplasma vor. Diese Phosphorylierung wird durch das Siugetier-Ziel von Rapamycin (mammalian target c
rapamycin mTOR) vermittelt, welches ein negativer Regulator fir Autophagie ist. Unter nihrstoffarmen Bedingungen
wird mTOR inaktiviert was zu einem verstarkten dephosphorylierten Phanotyp von TFEB und somit dessen
Aktivierung fuhrt. Die Dephosphorylierung wird tiber die Phosphatase Calcineurin (CaN) vermittelt, welche somit pro-
autophagosomale Funktionen tGibernimmt. mTOR kann mittels des mTOR-Inhibitors (Torin)-1 inhibiert werden, was
zu einer Aktivierung von Autophagie fiihrt. Grafik generiert mit BioRender.

1.5.4) Autophag in Gesundheit und Krankheit
Autophagie ist in vielerlei Hinsicht elementar fir die Aufrechterhaltung der zelluldren
Homodostase [167]. Konsequenterweise fuhrt eine fehlregulierte Aktivitat der Autophagie zu

erheblichen Problemen in Zellen, die unterschiedliche Krankheitsbilder auslésen kénnen.

In der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen kommt es zur Aggregat-Bildung von
fehlgefalteten Proteinen, die durch Autophagie abgebaut werden [326]. Mutationen in Atgs
kénnen eine Entstehung dieser Krankheiten beglnstigen, wahrend die Induktion von
Autophagie einen moglichen Therapieansatz darstellt [196, 254]. AuRerdem stellt Autophagie
einen wichtigen Faktor in der Tumorgenese dar. Hier zeigte sich, dass eine reduzierte Expression
von Atgs zu einer Beglinstigung der Tumorentstehung fiihrt [173]. SchliefRlich ibernimmt die
Autophagie eine wichtige Rolle in der Regulation von inflammatorischen Reaktionen. So
unterbindet sie die Induktion von IFNs Gber die selektive Autophagie von RIG-I und MAVS [118,
138] und hat den Abbau immunstimmulatorischer Molekiile zur Folge [146, 175]. Eine reduzierte
Autophagie kann daher zu chronischen Entziindungen oder Autoimmunerkrankungen fihren

[26, 146].

Auch wahrend Infektions-Erkrankungen spielt die Autophagie eine Rolle. So kann sie sich in
viralen Infektionen sowohl positiv als auch negativ auf die virale Replikation auswirken [45],
indem zum Beispiel die Immunantwort reduziert wird oder es zur autophagosomalen

Degradation viraler Proteine oder RNA kommt [89, 138, 163].
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1.6) Fragestellung

Die Verwendung bereits zugelassener Medikamente, die antivirale Eigenschaften aufweisen,
kann eine schnelle Reaktion auf neu auftretende Virusinfektionen erméglichen. Da daher die
Charakterisierung solcher Medikamente als potenzielle Virostatika von groRem Interesse ist, soll

in dieser Arbeit die antivirale Aktivitat von CsA weiter untersucht werden.

Zunachst sollen dazu Faktoren analysiert werden, welche die CsA-vermittelte Induktion einer
zellularen IFN-Antwort beeinflussen. So ist es ein Ziel dieser Arbeit, die unterschiedliche Aktivitat
von CsA in Epithelzellen aus verschiedenen Bereichen der Lunge vergleichend zu untersuchen.
Dies soll zu einem umfassenderen Verstiandnis der Reaktionen fiihren, die CsA in der humanen
Lunge auslésen kann. Zusatzlich soll der zellulare Mechanismus, der in CsA-behandelten Zellen
zu einer IFN-Induktion fihrt, untersucht werden. Dabei sollen vor allem Signalwege analysiert
werden, die bekannterweise eine Induktion von IFN-A auslésen. Ein drittes Ziel dieser Arbeit ist
die Identifizierung und Charakterisierung von Interferon-stimulierten Genen, die fiir die
antivirale Aktivitat von CsA in der VSV- oder MERS-CoV-Infektion wichtig sind. Auf diese Weise
kénnen Informationen Uber die spezifischen antiviralen Mechanismen von CsA gegen Viren

verschiedener Familien gewonnen werden.

Die durch CsA hervorgerufene Immunsuppression kann den potenziellen Einsatz von CsA als
antivirales Mittel einschranken. Daher sollen abschlieBend die fiir CsA erhaltenen Ergebnisse mit
dem CsA-Derivat Alv verglichen werden, welches keine immunsuppressiven Eigenschaften
aufweist. Zusammengefasst soll diese Arbeit dazu beitragen, neue Erkenntnisse Uber die
antiviralen Eigenschaften von CsA und seinem Derivat Alv sowie deren Potenzial als antivirale

Notfallmedikamente zu gewinnen.
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2) Material
2.1) Chemikalien

4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Aceton, wasserfrei

VWR International, Radnor (US)

Acrylamid (30 %)

Roth, Karlsruhe (DE)

Amoniumpersulfat (10 %)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

Bleizitrat (3 %)

Science Services, Miinchen (DE)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Serva, Heidelberg (DE)

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe (DE)

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt (DE)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Ethanol, absolut

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Ferricyanid

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

FluorSave™ Reagent

MilliporeSigma, Burlington (US)

Glycerin

Roth, Karlsruhe (DE)

Glycin

Roth, Karlsruhe (DE)

Immersionsél liquid Type G

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Isofluran CP®

CP-Pharma, Burgdorf (DE)

Isopropanol

Roth, Karlsruhe (DE)

Kaliumchlorid (KCl)

Roth, Karlsruhe (DE)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck, Darmstadt (DE)

L-Glutamin [200 mM]

Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt (DE)

Manganchlorid (MnCl,)

NEB, Frankfurt (DE)

Milchpulver

Saliter, Obergiinzburg (DE)

Natriumazid (NaNs)

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe (DE)

Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumkakodylat

Science Services, Miinchen (DE)

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

Oligofectamine™

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)
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2) Material

Paraformaldehyd (PFA)

Roth, Karlsruhe (DE)

Poly-L-Lysin

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

RNase freies Wasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt (DE)

SuperSignal™ West Dura

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe (DE)

Triton X-100

Roth, Karlsruhe (DE)

Tweeny®

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Uranylacetat

Merck, Darmstadt (DE)

2.2) Verbrauchsmaterial

Blottingpapier GB 002 Whatman™

Whatman, Maidstone (UK)

Celistar Einweg-Pipette (5 ml, 10 ml, 20 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

CryoPure Tube (1 ml)

Sarstedt, Nimbrecht (DE)

Deckglaser (@ 12 mm)

Menzel, Braunschweig (DE)

Dynabeads™ Biotin Binder

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Einmal-Kaniile, stumpf

B/Braun, Melsungen (DE)

Einmalspritze Luer Solo (1 ml, 20 ml)

B/Braun, Melsungen (DE)

Gentle MACS™ C Tubes

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (DE)

MicroAmp Fast 96-well Reaction

plate (0,1ml)

Applied Biosystems, Forster City (US)

MicroApm Optical Adhesive Film

Applied Biosystems, Forster City (US)

Nahtmaterial Polyglactin 910

J&J medical devices, New Brunswick, (US)

Objekttrager (76 mm x 26 mm)

Menzel, Braunschweig (DE)

Parafilm

Bemis, Neenah (US)

Polypropylen-ReaktionsgefaBl (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

PCR Tube (0,2 ml)

Starlab International GmbH, Hamburg (DE)

PVDF Membran, Immobilon™

(PorengroRe: 0,2 um)

Millipore, Billerica (US)

ReaktionsgefaR (1,5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht (DE)

ReaktionsgefaR (2 ml)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Rohrchen (14ml, PP, steril) - MS-R6hrchen

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Saphirgldschen (@ 3 mm) fiir

Elektronenmikroskopie

Engineering Office M. Wohlwend GmbH,
Sennwald (CH)
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TEM Lochnetzchen

Science Services, Miinchen (DE)

terralin® liquid

Schiilke & Mayr, Norderstedt (DE)

TipOne Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl,
1000 pi)

Starlab International GmbH, Hamburg (DE)

TipOne Pipettenspitzen mit Filter (10 pl,
100 pl, 1000 pl)

Starlab International GmbH, Hamburg (DE)

Venenpunktionsbesteck

B. Braun, Melsungen (DE)

Zellkulturflasche (75 cm?)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Zellkulturplatte (6-, 12-, 24-,96-well)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Zellkulturplatte, costar®

Corning, Corning (US)

Zellkulturschale (60 mm)

Sarstedt, Nimbrecht (DE)

Zellfilter (100 pum, 40 pum)

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Zellschaber Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)
2.3) Gerate
Abzug Koéttermann, Uetze (DE)

Blockthermostat HB-48

Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim (DE)

ChemiDoc™ MP Imaging System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

CONTRAfluran™ Narkosegasfilter

ZeoSys Medical, Luckenwalde (DE)

CO;-Inkubator C200

Labotect, RoRRdorf (DE)

Diamantmesser

Diatome, Nidau (CH)

Eismaschine

Ziegra Eismaschinen, Iserhagen (DE)

Elektronenmikroskop JEM-1400

JEOL GmbH, Freising (DE)

Feinwaage (Wagebereich: 50 mg - 162 g)

Sartorius, Gottingen (DE)

Flowmeter CM2

UNO BV, Zevenaar (NL)

Fluoreszenzmikroskop Leica DMI16000 CS

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Gas Exhaust Unit

UNO BV, Zevenaar (NL)

Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr, Bulle (CH)

gentleMACS™ Dissociator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (DE)

GieBvorrichtung Mini-PROTEAN®

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

Glasflasche (100 ml / 500 ml / 1000 ml)

Schott AG, Mainz (DE)

Glasplatten Mini Protean® System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

Kiihlschrank (4 °C)

Liebherr, Bulle (CH)

Lichtmikroskop PrimoVert

Zeiss, Oberkochen (DE)
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Magnetriihrer mit Heizung RH basic

IKA-Werke, Staufen im Breisgau (DE)

Mehrkanal-Pipette, Transferpipett&®S12

Brand GMBH + Co.KG, Wertheim (DE)

MPC™-6 (Magnetic Particle

Concentrator)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Multifuge 1 S-R

Heraeus, Hanau (DE)

MyFuge™ Mini-Zentrifuge

Benchmark Scientific, New Jersey (US)

NanodroplLite Spektrometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

PHOmo Microplate Reader

Autobio Diagnostic Co, Zhengzhou (CH)

Pipetten (0,5 pl - 10 pl / 10 pl - 100 pl / 100
pl - 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Pipettierhelfer Acculet pro

Brand GMBH + Co.KG, Wertheim (DE)

Prazisionswaage SI-2002A

Denver Instrument, Denver (US)

Schiittler Promay 1020

Heidolph Instruments, Schwabach (DE)

SDS-Gelkammer Mini-PROTEAN Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

StepOnePlus Real-Time PCR

System

Applied Biosystems, Forster City (US)

Sicherheitswerkbank HERAsafe

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

TemCam-F416

TVIBS, Gilching (DE)

Thermocycler Primus

MWG-Biotech, Ebersberg (DE)

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

Ultramikrotom EM UC6

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Vortex-Mixer

neolab, Heidelberg (DE)

Vernebler, Sigma Delta

Penlon, Abington (UK)

Wasserbad

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel (DE)

Zentrifuge Mikro 200R

Hettich Zentrifugen, Lauenau (DE)

2.4) Losungen und Puffer

2.4.1) Lésungen
Glutaraldehyd (25 %)

Osmiumtetroxid (4 %)
Paraformaldehyd (20 %)
Penicillin-Streptomycin (5.000 U/ml)

Trypsin-EDTA (0,05 %)

Science Services, Miinchen (DE)
Science Services, Miinchen (DE)
Science Services, Miinchen (DE)
Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)

Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)
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25x cOmplete-Losung: 1 Tablette cOmplete Protease-Inhibitor

Ad 2 ml dH,0
Dispase-L6ésung: 1,667 U/ml Dispase

In HEPES
DNase-L6sung 1 (fiir mTBEpC-Isolation): 0,01% DNase I

2,5% HEPES

In DMEM
DNase-L6sung 2 (fiir mAEpC-Isolation): 0,5 mg/ml DNase Il

10 pl L-Glutamin

990 ul Ham’s F12
Fixier-L6sung fiir TEM: 2,5% Glutaraldehyd

2% Formaldehyd

In 0,1 M Na-Kakodylat-Puffer
Fixier-Losung fiir IFA: 4% Paraformaldehyd

In PBSdef
Neutralisations-Lésung fiir IFA: 100 mM Glycin

In PBSdef
Permeabilisierungs-Lésung fiir IFA: 0,1% Triton X-100

In PBSdef
Pronase-Losung: 0,15% Pronase

1% L-Glutamin

In Ham’s F12
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2) Material

2.4.2) Puffer
HBSS

HEPES

ELISA Reaktionspuffer:

ELISA Waschpuffer:

Immunfluoreszenz-Blockierungspuffer:

Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)

Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)

1% BSA
In PBSdef

0,05 % Tweenyo
In PBSdef

2% BSA

5% Glycerin
0,2% Tweenyo
0,05 % NaNs;

Ad 11 PBSger

Phosphat-gepufferte Salzlosung, defizient (PBSqes): 8¢g NacCl

Probenpuffer (4x):

Proteingel-Laufpuffer (10x):

02g Kcl
1,15g Na;HPO4x 2 H,0
02g KH.PO4

Ad 11 destilliertes H,O

20 ml Glycin

10 ml B-Mercaptoethanol
4g SDS

10 ml  Tris-HCI, pH 6,8

200 mg Bromphenolblau

Ad 0,11dH,0
10g SDS
30g Tris

144 g Glycerin

Ad1l dH,O
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SDS-PAGE Sammelgel-Puffer: 0,4% SDS

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

SDS-PAGE Trenngel-Puffer: 0,4% SDS

1,5M Tris-HCI, pH 8,8

Transferpuffer: 300 mg Tris
144 mg Glycin

100 ml Ethanol, absolut

Ad1l dHO
Western-Blot Blockierungspuffer: 5% Milchpulver

In PBSdef
Zelllyse-Puffer (CLB): 10 uM PMSF

1x cOmplete-Losung

100 nMCalyculin A

1x Zellextraktions-Puffer

2.5)Wachstumsradien

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)

DMEM-F12 (1:1) Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)
Opti-MEM Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)
Ham’s F12 PAN-Biotech GmbH, Aidenbach (DE)
Fotales Kalberserum (FCS) Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (DE)
Ham’s F12 + 5 ml L-Glutamin

Ad 500 ml Ham’s F12
Ham’s F12 ++ (20 %) 5ml L-Glutamin

100 ml FCS

Ad 500 ml Ham’s F12
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2) Material

DMEM ++

DMEM +++ (2 % FCS)

DMEM +++ (10 % FCS)

DMEM-F12 +

DMEM-F12 ++

DMEM-F12 +++ (10 %)

DMEM-F12 +++ (30 %)

5 ml
5ml

Ad 500 ml

5ml
5ml
10 ml

Ad 500 ml

5 ml
5 ml
50 ml

Ad 500 ml

5ml

Ad 500 ml

5 ml
5ml

Ad 500 ml

5 ml
5ml
50 ml

Ad 500 ml

5 ml
5ml
50 ml

Ad 500 ml

L-Glutamin
P/S

DMEM

L-Glutamin
P/S
FCS

DMEM

L-Glutamin
P/S
FCS

DMEM

L-Glutamin

DMEM-F12 (1:1)

L-Glutamin
P/S

DMEM-F12 (1:1)

L-Glutamin
P/S
FCS

DMEM-F12 (1:1)

L-Glutamin
P/S
FCS

DMEM-F12 (1:1)
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2.6) Zelinien

Caco2 colon carcinoma cells Institut fir Virologie, Marburg (DE)
Calu3 lung carcinoma cells Institut fir Virologie, Marburg (DE)
Hela Zervixkarzinom-Epithelzellen Institut fur Virologie, Marburg (DE)
VeroE6 Nierenzellen der Griinen Meerkatze Institut fur Virologie, Marburg (DE)
2.7) Antikorper
2.7.1) Priméare Antikorper
Spezifitat Spezies Anwendung Konzentration Hersteller
o CD16/32, murin Ratte Zell- 1,7 ug/ml BD Biosciences, Franklin
(553143) Selektion Lakes (US)
o CD31, murin Ratte Zell- 1 pg/ml BD Biosciences, Franklin
(553371) Selektion Lakes (US)
o CD45, murin Ratte Zell- 2,25 pg/ml BD Biosciences, Franklin
(553078) Selektion Lakes (US)
o dsRNA, J2-Clone Maus IFA 1:200 Biozol, Eching (DE)
(10010500)
o GAPDH, human Maus WB 1:4000 Thermo Fisher Sientific,
(AM4300) Waltham (US)
o IL-29/1L-28B, human Maus ELISA 1 ug/ml R&D Systems,
(843066) Minneapolis (US)
a p62, human Maus WB 1:1000 Abcam, Cambridge (UK)

(Ab56416)

2.7.2) Sekundare Antikorper

Spezifitat Spezies Anwendung Konzentration Hersteller

o IL-29/28B, biotinyliert  Ziege ELISA 400 ng/ml R&D Systems,

(843067) Minneapolis (US)

o Maus IgG, AF488 Ziege IF 1:400 Dianova, Hamburg (DE)
o Maus IgG, AF594 Ziege IF 1:400 Dianova, Hamburg (DE)
o Maus IgG, HRP Ziege WB 1:10.000 Dako, Glostrup (DK)
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2) Material

2.8)Nukleotide

2.8.1) PrimefSequenzen

Name Sequenz forward Sequenz reverse
human B-Aktin CTGGGAGTGGGTGGAGGC TCAACTGGTCTCAAGTCAGT
human ACE2 AAGCCGAAGACCTGTTCTATCA GACCATTTGTCCCCAGCATTAT
human CMPK2 ACAGTGGATCTTGGAGTGGGA TCACCTGGTTCAACCTACTCCCT
human CyB AGACAGTCCCACCCTCACAC GGTGATTCCTAGGGGGTTGT
human IFN-A 2/3 GCCAAAGATGCCTTAGAAGAG CAGAACCTTCAGCGTCAGG
human MAVS ATAAGTCCGAGGGCACCTTT GTGACTACCAGCACCCCTGT
human MMP13 TCCCAGGAATTGGTGATAAA CTGGCATGACGCGAACAATA
human ND5 TCGAAACCGCAAACATATCA CAGGCGTTTAATGGGGTTTA
human RIG-I GTGCAAAGCCTTGGCATGT TGGCTTGGGATGTGGTCTACTC
human RPS18 GCGGCGGAAAATAGCCTTTG GATCACACGTTCCACCTCATC
human Viperin GTGAATACTTGGGCAAGCT CAAATACTCCCCATAGTCC
human ZBP1 AAGAGTCCCCTGCGATTATTTG TCTGGATGGCGTTTGAATTGG
murin IFIT2 AGTACAACGAGTAAGGAGTCACT AGGCCAGTATGTTGCACATGG
murin IFN-A AGCTGCAGGTCCAAGAGCG GGTGGTCAGGGCTGAGTCATT
murin IRF-1 TTCGGCTATCTTCCCTTCCTC TGTCGTCAGCAGCAGTCTCTC
murin RPS18 CCTGGATACCGCAGCTAGGA GCGGCGCAATACGAATGCCCC
MERS-CoV E GCAACGCGCGATTCAGTT GCCTCTACACGGGACCCATA
SARS-CoV-2 E ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT ATATTGCAGCAGTACGCACACA
VSV-N GACCTTGTATCCTTGAAAGCC CATTTGTGTTCTGCCCACTC

2.8.2)a & K 2 NI

AYOSNFSNRAY3I wb! a6

CMPK2 (siRNA ID: s43422)

Silence? Select Pre-designed siRNA

Invitrogen, Waltham (US)

MAVS (siRNA ID: s33178)

Invitrogen, Waltham (US)

Silence? Select Pre-designed siRNA

RIG-I (siRNA ID: s223614)

Invitrogen, Waltham (US)

Silencef Select Pre-designed siRNA

ZBP1 (siRNA ID: s37486)

Invitrogen, Waltham (US)

Silence? Select Pre-designed siRNA
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2.9) Proteine, Enzyme umighibitoren

Alisporivir

Debiopharm, Lausanne (CH)

Calyculin

Sigma Aldrich, St. Louis (US)

cOmplete™ Tablette

Sigma Aldrich, Miinchen (DE)

Cyclosporin A

Sigma Aldrich, St. Louis (US)

Dispase Il

Sigma Aldrich, St. Louis (US)

DNase Il

Sigma Aldrich, St. Louis (US)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Phenylmethysulfonylfluorid (PMSF)

Sigma Aldrich, St. Louis (US)

Pronase Merck, Darmstadt (DE)
RNase Il New England Biolabs, Frankfurt (DE)
Torin-1 InvivoGen, San Diego (US)

2.10) Kits

ELISA kit, Human IL-29/IL-28B (IFN-A 1/3)

R&D Systems, Minneapolis (US)

EMbed-812 Epoxid Einbett-Kit mit BDMA

Science Services, Miinchen (DE)

Luna Script RT Super Mix

New England Biolabs, Frankfurt (DE)

Luna Universal gPCR Master Mix

New England Biolabs, Frankfurt (DE)

Rneasy Mini Kit

Qiagen, Venlo (NL)

ShortCut® RNase Il

New England Biolabs, Frankfurt (DE)

Zellextraktions-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

2.11) Prapaationsbesteck

Pinzette, fein & gebogen (Dumont)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg (DE)

Pinzette, gerade

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg (DE)

Schere, klein (Fein)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg (DE)

Schere, groB (Mayo)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg (DE)
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2.12) Viren

Adenovirus, kodierend fiir humanes ACE2

(VQAd Ace2.mCher 031220)

ViraQuest Inc., North Liberty (US)

Middle East respiratory syndrome Coronavirus

(EMC/2012; NC_019843.3)

Institut fur Virologie, Marburg (DE)

Severe acute respiratory syndrome

Coronavirus

(BavPat1/2020 isolate; EVAg: #026V-03883)

European Virus Archive Global (EVAg),
Merseille (FR)

Vesikulare Stomatitis Virus (VSV)

(GenBank: NC_001560)

Institut fur Virologie, Marburg (DE)

VSV-GFP
(Schnell et al. [262])

Institut fur Virologie, Marburg (DE)

2.13) Software

BioRender Software

BioRender, Toronto (CA)

Fiji (ImageJ 1.53t)

Imagel) Development Team, Madison (US)

Imagelab 6.1

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules (US)

LAS X Life Science Microscope Software

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Microsoft Office 2016

Microsoft, Redmond (US)

Molinspiration

Molinspiration Cheminformatics, Slovensky

Grob (SK)

Prism 10.0.2

GraphPad Software, San Diego (US)

StepOne Software v2.3

Applied Biosystems, Waltham (US)
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3) Methoden
3.1) Zellbiologische Methoden

3.1.1) Kultivierung immortalisierter Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die humane bronchiale Epithelzelllinie Calu3, die humane
Colon-Epithelzelllinie Caco2 sowie die humane Zervixkarzinom-Epithelzelllinie Hela fir
verschiedene Stimulations- und Infektionsversuche genutzt. Des Weiteren wurde die aus dem
Affen stammende und Interferon (IFN)-defiziente Zelllinie VeroE6 genutzt, um virale Titer zu
bestimmen. Calu3 Zellen wurde in einem 1:1 Gemisch aus dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM) und Ham’s F12 Medium (DMEM-F12) von gibcd®kultiviert, wahrend Caco2, Hela und
VeroE6 Zellen in DMEM kultiviert wurden. Beide Medien wurden mit je 1 % Glutamin und
Penicillin/Streptavidin sowie 10 % fetales Kélberserum (fetal calf serumfCS) supplementiert.
Fiir Transfektionen oder Infektionen wurden entsprechend dem Protokoll angepasste Zusatze

verwendet (siehe 3.1.4 und 3.4).

Zur  Durchfihrung eines Versuchs wurden die entsprechenden Zellen aus
75 cm?-Zellkulturflaschen in Zellkulturplatten ausgesat. Dafir wurde der Zellrasen zunichst
zweimal mit PBSqer gewaschen. AnschlieBend wurden 2 ml 0,05 % Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) zu den Zellen gegeben und diese wurden bei 37 °Cund 5 %
CO; inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st hatten. 8 ml des
entsprechenden Mediums wurden zugegeben und eine definierte Menge der Zellsuspension

wurde auf Zellkulturplatten ausgesat, um eine gewiinschte Konfluenz der Zellen zu erreichen.

3.1.2) Isolatiorund KultivierungrimarerLungenzellen aus der Mau
Tracheobronchiale Epithelzellen (TBEpC)

Fur die Isolierung der murinen tracheobronchialen Epithelzellen (mTBEpC) wurde das Protokoll
von Lam et. al adaptiert [158] und es wurden entweder wildtypische C57BL/6 oder BALB/c
(Charles River) sowie RIG-I-defiziente M&use (RIG-17") mit C57BL/6 Hintergrund verwendet (zur
Verfligung gestellt von Prof. Dr. Stefan Bauer; Institut flir Imnmunologie, Marburg). Die Tiere
wurden mittels Isofluran betdubt und durch zervikale Dislokation getdtet (siehe Meldung:
Totung zu wissenschaftlichen Zwecken §4 (3) TierSchG, Philipps Universitat Marburg, Ex17-2021
und Ex19/2017). Zunachst wurde die Trachea bis zum Kehlkopf frei prapariert und anschlieRend
der Brustkorb eroffnet, um die Bronchien zu isolieren. Die frei praparierte Trachea wurde mit
den verbundenen primaren Bronchien in eine Petrischale mit Ham’s F12 Medium (+ 1 %

Glutamin) auf Eis transferiert. Verbleibendes umliegendes Gewebe wurde entfernt und die
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3) Methoden

Tracheen wurden (ber Nacht in 15 ml Polypropylen (PP)-Réhrchen bei 4 °C in 0,15%iger
Pronase-L6sung in Ham’s F12 Medium (+ 1 % Glutamin) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
PP-R6hrchen mehrfach invertiert und fiir weitere 45 min inkubiert. Anschliefend wurden die
Tracheen in ein 50 ml PP-Réhrchen tberfihrt. 10 ml Ham’s F12 Medium (+ 1 % Glutamin; 20 %
FCS) wurde hinzugefiigt und das Rohrchen 12 Mal schnell invertiert, um die enzymatisch
abgelosten Epithelzellen aus dem Gewebe herauszuldsen. Die Tracheen wurden mittels einer
sterilen Pinzette in ein 15 ml PP-Réhrchen mit 10 ml Ham’s F12 Medium (+ 1 % Glutamin; 20 %
FCS) Uberfihrt und 12 Mal invertiert. Dieser Vorgang wurde noch zwei weitere Male mit
weiteren PP-R6hrchen wiederholt. Schlieflich wurden die Tracheen verworfen und die
Volumina der verschiedenen Réhrchen in einem neuen 50 ml Réhrchen zusammengefihrt.
Dieses wurde fiir 10 min bei 390 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet wurde in 1 ml Ham’s F12 Medium (+ 1 % Glutamin) mit 0,5 mg/ml DNase und 10
% bovines Serumalbumin (BSA) resuspendiert. Nach einer flinfmindtigen Inkubation auf Eis
wurden die Zellen erneut bei 4 °C und 390 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in 1 ml DMEM-F12 (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S; 10 % FCS) aufgenommen
und anschlieBend auf Primariat-Platten ausgesat. Auf diesen Platten setzen sich nach 4 Stunden
moglicherweise vorhandene Fibroblasten ab und der Uberstand mit den noch nicht
angehefteten Epithelzellen wurde abgenommen und bei 390 g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in DMEM-F12 (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S; 10 % FCS) aufgenommen und auf
Zellkulturplatten (Corning") ausgesat. Am nachsten Tag und alle zwei folgende Tage wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. 10 Tage nach der Isolation konnten die Zellen fir weitere

Experiment verwendet werden.

Praperation der Inkubation mit Ablésen und Negative
Trachea und Pronase liber Sammeln der Selektion flr Ausséen der
primaren Bronchien Nacht Epithelzellen Fibroblasten Epithelzellen

unangeheftete
Epithelzellen

Abbildung 9) Arbeitsablauf der Isolation der mTBEpC nach Lam et al. [155]
Alveolére Epithelzellen (AEpC)

Die murinen alveolaren Epithelzellen (mAEpC) wurden aus C57BL/6-M&usen gewonnen, wobei
ein von Pervizay-Oruqaj et al. beschriebenes Protokoll zur Anwendung kam [236]. Dazu wurden
die Mause mittels zervikaler Dislokation getotet. AnschlieBend wurde die Luftrohre freigelegt,

das Bindegewebe um die Luftréhre wurde griindlich entfernt und mit einer chirurgischen Schere
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ein kleiner Schnitt eingefiigt, sodass ein kleines Loch in der Luftréhre entstand. In dieses wurde
vorsichtig ein stumpfer Tubus eingefliihrt und mittels Operations-Naht in der Trachea fixiert. Der
Brustkorb wurde er6ffnet, Herz und Lunge freigelegt und die untere Hohlvene sowie die kaudale
Speiserohre wurden durchtrennt. Um Erythrozyten, die sich in den Gefdllen der Lunge befinden
zu entfernen, wurden diese mit HBSS (Hanks' Balanced S&lutior) gespiilt. Dafir wurde eine
Fligelkanile in den rechten Ventrikel des Herzens eingefiihrt und die Lunge mit 25 ml HBSS
gespllt, bis eine Entfarbung der Lunge eintrat. Mit einer Spritze wurden nun Utber den Tubus
zundchst 500 ul Dispase-Losung (1.667 U/ml in HEPES-Puffer) in die Lunge appliziert und
anschlieRend ein weiterer Milliliter, um ein Gesamtvolumen von 1,5 ml in der Lunge zu
erreichen. Dabei sollte eine deutliche Ausdehnung des Lungengewebes erkennbar sein.
AnschlieBend wurde der Tubus entfernt und der Knoten, der den Tubus in der Trachea fixiert
hatte, zugezogen, um die Trachea abzubinden und einen Riickfluss der Dispase-Lésung zu
verhindern. Die mit Dispase gefiillte Lunge wurde vorsichtig frei prapariert und aus dem
Brustkorb entnommen. Dabei war darauf zu achten, das Lungengewebe nicht zu verletzen, da
sonst ein Ausfluss der Dispase-Losung moglich ist. Die Lunge wurde mitsamt der zugebundenen
Trachea in 1,5 ml der Dispase-Losung Uberfiihrt und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurde die Lunge entnommen und die Luftrohre entfernt. Die Lunge wurde in ein
gentleMACS C Tulpgit DMEM (2,5 % HEPES-Puffer; 0,01 % DNase) Gberfuhrt und mittels des
gentleMACS Dissociatovurde eine Einzelzellsuspension generiert. Diese wurde fiir 8 min auf
dem Rittler bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend gefiltert. Dazu wurde die
Zellsuspension zunachst auf einen 100 um Filter tberfihrt. Das Tubewurde mit 5 ml DMEM
(2,5 % HEPES-Puffer) nachgespiilt, um alle eventuell verbliebenen Zellen zu erhalten, und der
Durchfluss mittels eines 40 um Filters weiter gefiltert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension
bei 500 g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues PP-Réhrchen
Uberfiihrt und bei denselben Bedingungen zentrifugiert. Die beiden Pellets wurden in insgesamt
2 mIDMEM (2,5 % HEPES-Puffer) resuspendiert und anschliefend wurde eine negative Selektion
mittels Antikorpern durchgefihrt. Dafiir wurden fir 2 Mauslungen, mit einer ungefahren
akkumulierten Zellzahl von 1x107 Zellen/ml, 9 pl eines CD45 Antikérper (bindet Lymphozyten),
6,75 pl eines CD16/32 Antikérpers (bindet natlrliche Killerzellen und Makrophagen sowie
Monozyten und Granulozyten) und 4 pl eines CD31 Antikorpers (bindet Endothelzellen und
Thrombozyten) zu der Zellsuspension gegeben und fiir 30 min bei 37 °C auf einem Riittler
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen erneut bei 500 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und
in 2 ml DMEM (2,5% HEPES) aufgenommen. Um die an Antikdrper gebundenen Zellen zu
entfernen, wurden magnetische Dynabeadgenutzt. Diese sind an Streptavidin gekoppelt und

binden auf diese Weise an die Biotin gekoppelten Antikérper. 100 ul Dynabeadswurden
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zunachst auf dem Magnetstander in Magnetstander-Rohrchen (MS-R6hrchen) dreimal mit je
1 ml PBSqer gewaschen. Die Zellsuspension wurde zu den gewaschenen Dynabeadsegeben,
gemischt und bei Raumtemperatur auf dem Schittler fir 30 min inkubiert. AnschlieBend
wurden die PP-R6hrchen auf den Magnetstander platziert. Dabei heften sich die magnetischen
Dynabeadszusammen mit den gebundenen Zellen an die Innenwand des MS-Rohrchen,
wahrend die ungebunden Epithelzellen in der Losung verbleiben. Nach 15 min wurde das
Medium mit den gewlinschten Zellen abgenommen und in einem neuen 15 ml PP-Réhrchen bei
500 g und 4 °C flir 10 min zentrifugiert. SchlieRlich wurden die Zellen in DMEM (+ 1 % Glutamin;
+1% P/S; 10 % FCS) aufgenommen und ausgesat. Am nachsten Tag und danach alle zwei Tage
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert und

konnten 5 Tage nach der Isolation flir weitere Experimente genutzt werden.

Abbildung 10) Arbeitsablauf der Isolation der mAEpC nach Pervizay-Oruqaj et al. [230]

3.1.3) InhibitoBehandlung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Inhibitor-Studien durchgefiihrt. Vor jeder
Behandlung wurde zunachst das Medium gewechselt bevor die entsprechenden Inhibitoren zu
den Zellen gegeben wurden. Cyclosporin A (Stockkonzentration: 15 mM) von Sigma-Aldrich und
Alisporivir (Stockkonzentration: 10 mM) von Debiopharm wurden in einer Konzentration von
10 uM verwendet, Torin-1 (Stockkonzentration: 1 mM) in einer Konzentration von 1 uM. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit einer entsprechenden Menge Dimethylsulfoxid (DMSO)

behandelt, welches als Losungsmittel fur die genutzten Inhibitoren fungiert.

3.1.4) siRNATransfektion

In dieser Arbeit sollte die Rolle von bestimmten Proteinen fiir die beobachteten Ergebnisse
untersucht werden. Dafir sollten KnockdownStudien fur diese Proteine durchgefuhrt werden.
Um {ber eine Reduktion der mRNA eine reduzierte Protein-Expression der entsprechenden
Proteine zu erreichen, wurden spezifische short interferingRNAs (siRNAs) von Thermo Fisher

Scientific verwendet. Diese binden an die entsprechende mRNA und fiihren zu deren Abbau [65].
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Fur die Transfektion mit siRNAs wurden Calu3 Zellen verwendet, die zu etwa 30-50 % konfluent
waren. Daflir wurden die entsprechenden siRNAs (Stockkonzentration: 50 uM; finale
Konzentration: 200 nM) sowie das Transfektionsreagenz Oligofectamine™ in Opti-MEM®
verdiinnt (Volumina siehe Tabelle 1). Letzterer Ansatz wurde zunachst 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieend mit den verdiinnten siRNAs vermischt und fiir weitere
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der Zellen
abgenommen und DMEM-F12 (+ 1 % Glutamin) wurde zu den Zellen gegeben. SchlieBlich wurde
das Transfektions-Reagenz tropfenweise zu den Zellen pipettiert und die Zellen wurden 4
Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde DMEM (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S; 30 % FCS)
zu den Zellen gegeben, um eine finale FCS-Konzentration von 10 % zu erreichen. Nach 48

Stunden konnten die Zellen fiir weitere Versuche verwendet werden.

Tabelle 1) Genutzte Volumina fiir die siRNA-Transfektion

siRNA und Oligofectamine™ Volumen
.. . Volumen Volumen . )
Zellkulturplatte | Verdiinnungs- und finales Medium insgesamt Medium mit
Volumen Volumen & 30 % FCS
12 well-Platte 2 ulin 88 ul 1-3 plauf 10 pl 400 pl 500 pl 250 ul
24 well-Platte 1plin41,5ul 1-2 plauf 7,5 ul 200 pl 250 ul 125 ul

3.1.5) TransmissiosmBektronenmikroskopie

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) ermoglicht ultrastrukturelle Analysen von
zelluldaren Strukturen wie zum Beispiel Mitochondrien. Dafiir wurden Zellen zunachst auf
Saphirgldaschen ausgesat, die zuvor fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit poly-L-Lysin
beschichtet und anschlieBend dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen wurden. Am
nachsten Tag erfolgte die entsprechende Behandlung. Die Primarfixierung der Zellen (4 bzw. 24
Stunden nach Behandlung) erfolgte bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde in einer Mischung aus
2,5 % Glutaraldehyd und 2 % Formaldehyd in 0,1 M Na-Kakodylat-Puffer (pH 7,2). Die Zellen
wurden anschliefend in Puffer gewaschen und zur Fixierung und Anfarbung der Lipide bei 4 °C
fir 1 Stunde in 1 % Osmiumtetroxid mit 1,5 % Ferricyanid in Kakodylat-Puffer inkubiert. Danach
wurden die Zellen bei 4 °C mehrmals erst in Puffer und dann in Wasser gewaschen. Zur weiteren
Fixation und Farbung wurden die Zellen bei Raumtemperatur liber Nacht in 2 % wassrigem
Uranylacetat inkubiert, und danach in Wasser gewaschen. AnschlieRend wurden die Proben bei
4 °C sequentiell mit 50 %, 70 %, 80 %, und 90 % Ethanol-Losungen behandelt und zur
vollstandigen Dehydrierung bei Raumtemperatur mehrmals erst mit 100 % Ethanol und dann
mit wasserfreiem Aceton versetzt. Zur Einbettung der Proben wurde ein Mehrkomponenten-
Harz (EMbed-812) hergestellt. Die Infiltration der Zellen mit Harz erfolgte in einer Mischung aus
Aceton und Harz (3:1 fiir 1-2 Stunden, 1:3 fiir 2-4 Stunden) und dann in purem Harz (iber Nacht.

Am nachsten Tag wurden die Saphirglaschen mehrmals fiir jeweils 1-2 Stunden in frisches Harz
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Uberfihrt und schlieBlich in einem Harz-befiillten 0,5 ml PCR Tubmit der Zellseite nach oben
orientiert. Die Polymerisierung der eingebetteten Proben erfolgte bei 60 °C innerhalb von 48
Stunden. Die Saphirglaschen wurden entfernt, wobei die Zellen unter der Blockoberflache
verblieben. Daraus wurden Bereiche, in denen Zellen lagen, mit Hilfe einer Rasierklinge
trapezformig herausgetrimmt, um anschliefend 70 nm diinne Schnitte am Ultramikrotom mit
Hilfe eines Diamantmessers anzufertigen. Diinnschnitte wurden auf Formvar-beschichtete
TEM-Lochnetzchen montiert, und sequentiell mit 2 % Uranylacetat und 3 % Bleizitrat
kontrastiert. Die Untersuchung der Schnitte erfolgte bei einer Beschleunigungsspannung von

120 kV in einem JEOL JEM-1400 TEM, ausgeristet mit einer TemCam-F416 Kamera.
3.2) Molekularbiologische Methoden

3.2.1)RNAlIsolierung aus Zelllysaten

Um die RNA von behandelten und infizierten Proben zu analysieren, wurde zunachst mithilfe
eines RNA-Isolations-Kits von Qiagen die RNA nach Herstellerangaben aus den Zellen isoliert.
Mittels des im Kit enthaltenen RLT-Puffers (+ B-Mercaptoethanol, 1:100) wurden die Zellen
lysiert, indem der Uberstand abgenommen wurde und die Zellen 10 min bei Raumtemperatur
mit dem Puffer inkubiert wurden. SchlieBlich wurden die Zellen mechanisch von der
Zellkulturplatte gel6st, in ein Reaktionsgefal Gberfiihrt und 1:1 mit 70%igem Ethanol gemischt.
Uber verschiedene Zentrifugations-Schritte (iber eine RNA-bindende Siule wurde die RNA
isoliert (siehe Tabelle 2). Dabei bindet diese an die Silizia-Membran der Sdule. Nach mehreren
Waschschritten erfolgt die Eluation der RNA mittels RNase freiem Wasser und die isolierte RNA

kann bei -20 °C gelagert werden.

Tabelle 2) Wasch- und Zentrifugations-Schritte fiir RNA-Isolationen

Probe/Puffer auf Siule Volumen Zentrifugation
1) Zelllysate 700 pl 1 min bei 8.000 rpm
2) Zelllysate 700 pl 1 min bei 8.000 rpm
3) RW1 Puffer 700 ul 1 min bei 8.000 rpm
4) RPE Puffer 500 pl 1 min bei 8.000 rpm
5) RPE Puffer 500 pl 2 min bei 8.000 rpm
6) Ohne Flussigkeit - 1 min bei 14.000 rpm
7) RNase freies Wasser (Eluat) 50 ul 1 min bei 8.000 rpm

3.2.2) Messung der RNfonzentration
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration im Eluat, wurde ein Spektrometer genutzt

(NanodropLite, Thermo Fisher Scientific). Die Messung beruht auf der absorbierenden
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Eigenschaft von RNA fiir Licht bei einer Wellenldnge von 280 nm. AuRerdem wird die Absorption
bei 260 nm bestimmt, um die Qualitat der Probe zu untersuchen. Hierbei wurden Proben, deren
A280/A260-Werte zwischen 1,95 und 2,05 lagen als geeignet fiir die weiteren Experimente

definiert. Die Messung erfolgte jeweils mit einem Volumen von 1 ul der isolierten RNA.

3.2.3) cDNASynthese aus isolierten RRMben

Die gewonnen RNA konnte anschliefend in komplementdre DNA (complementary DNADNA)
umgeschrieben werden. Dafiir wurde das LunaScripkit von NEW ENGLAND BiolLabs® (NEB)
genutzt. Dieses nutzt die enzymatische Aktivitdt einer reversen Transkriptase (RT), um
komplementare DNA-Strange zu der vorhandenen RNA zu synthetisieren. 10,5 pl der isolierten
RNA wurden mit 4 pl 5x LunaScripMastermix und 5,5 pl RNase-freies Wasser gemischt und auf
einem Thermo-Cycler bei verschiedenen Temperaturen inkubiert (siehe Tabelle 3). Die

synthetisierte cDNA wurde im Kihlschrank gelagert.

Tabelle 3) Inkubations-Schritte fiir die cDNA-Synthese

Schritt Funktion Temperatur Zeit
1) Primer-Anlagerung 25°C 2 min
2) cDNA-Synthese 55°C 10 min
3) Hitze-Inaktivierung 95°C 1 min

3.2.4) Quantitative reverse Transkriptase Polymet@stenreaktiofgRTPCR)

Um den Einfluss einer Behandlung auf die mRNA-Level eines bestimmten Proteins zu
analysieren, wurde mit der cDNA anschlieBend eine quantitative reverse Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) durchgefiihrt. Diese verbindet die Funktion der RT, mRNA
in DNA umzuschreiben (beschrieben in 3.2.3), mit der exponentiellen Vermehrung von
bestimmten DNA-Abschnitten mittels spezifischer Primer. Die Menge der auf diese Wiese
synthetisierten DNA ldsst sich in Echtzeit durch Fluorophore nachweisen. Dazu wurde der Luna
UniversalgPCR Mastermix von NEB verwendet, welcher ein Fluorophor beinhaltet, das nach
Bindung an dsDNA ein Signal abgibt und daher indirekt auf die Menge eines spezifischen
Transkripts schlieRen lasst. Zundchst wurden die entsprechenden Primer-Paare (siehe 2.8) mit
dem Luna Mastermix gemischt. AuRerdem wurde die cDNA in RNase-freiem Wasser verdinnt,

um eine Menge adquivalent zu 50 ng RNA einzusetzen (siehe Abbildung 11). Der Primer-Ansatz

A 10 pul Luna Mastermix A cDNA (450 ng RNA)
A 0,5 ul Pr?mer sense 11 pl 9 ul A dH,0 auf 9 pl
A 0,5 ul Primer antisense

Abbildung 11) Pipettierschema qRT-PCR
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und der cDNA-Ansatz wurden in der gRT-PCR-Platte gemischt und es wurde stets in 3 Replikaten

gemessen.

Die Reaktion lief mittels eines zyklischen Temperaturprogramms ab, bei welchem jeder Zyklus
zu einer Verdopplung der vorhanden DNA fiihrt (siehe Tabelle 4). Die Auswertung erfolgte
mittels der delta delta Ct MethodéAACt). Dabei werden die Anzahl der Zyklen verglichen, bei
welchen ein bestimmter Schwellenwert Uberschritten wird (cycle treshold @), wodurch
Riickschliisse gezogen werden konnen auf den Einfluss einer Behandlung auf die mRNA-Level
eines bestimmten Transkripts. Um die Ergebnisse auf ein Referenz-Gen zu normalisieren, wurde
zundchst der Ct-Wert dieses Referenz-Gens (Ribosomales Protein $18 (RPS18) oder B-Aktin) von
dem des Ziel-Gens abgezogen (Act). AnschlieRend wurden von den Act-Werten der behandelten
Proben jene der Kontroll-behandelten Proben abgezogen (AAct). Dieser Wert gibt die Anzahl der
Zyklen an, um die sich die Menge der untersuchte mRNA durch die entsprechende Behandlung
verandert. Um die x-fache Erhéhung iber die Kontrolle zu ermitteln, wurde die exponentielle

Vermehrung der DNA durch die Methode berticksichtigt (2"2<).

Tabelle 4) Temperaturprogramm fiir die qRT-PCR-Reaktion

Schritt Funktion Temperatur Zeit
1) Initiale Denaturierung 95°C 1 min
Denaturierung 95°C 15 sek
2)

DNA Synthese und
45 Zyklen 60 °C 1 min
Fluoreszenz-Messung

3) Schmelzkurve 60°C-96°C 0,3 °C - Schritte

3.2.5 qRTPCR nach RNakdeBehandlung

Ziel dieser Methode war es zu Uberprifen, ob die analysierten mitochondrialen mRNAs als
doppelstriangige Molekiile vorliegen. Daflir wurde die isolierte RNA mit Ribonuklease (RNase) Il
behandelt, welche zu einer spezifischen Degradierung von dsRNA fiihrt [248]. Es wurde die
ShortCut RNase lll von NEB verwendet. 1 pg der isolierten RNA wurde dafiir mit den
entsprechenden Reagenzien gemischt (siehe Tabelle 5). Als Kontrolle wurde dH,0 anstatt der
RNase Il dazugegeben. AnschlieRend wurden die Proben fiir 20 min bei 37 °C inkubiert, um die
RNase-Reaktion ablaufen zu lassen. Um die behandelte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde zu
den behandelten Proben 7,5 pl des 5x LunaScript Mastenix gegeben und die Ansétze wie in
Tabelle 3 beschrieben inkubiert. Fiir eine anschlieRende qRT-PCR wurden 1,875 pul (entspricht
50 ng RNA) von dieser synthetisierten cDNA pro Reaktion verwendet. Das weitere Vorgehen

erfolgte wie in Abschnitt 3.2.4) beschrieben
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Tabelle 5) Pipettierschema fiir die RNase llI-Behandlung

RNA 1lug

10x Reaktions-Puffer 3ul

10x MnClz 3ul

RNase Ill / dH20 3ul
dH20 Auf 30 pl auffillen

3.3) Biochemische und immunologische Methoden

3.3.1) Immunfluoreszermalysaind Quantifizierung

Eine Immunfluoreszenz-Analyse (IFA) basiert auf der fluoreszierenden Eigenschaft bestimmter
Molekiile, nachdem diese mit Licht einer gewissen Wellenlange angeregt werden. Die Bindung
solcher Molekiile an spezifischer Antikorper erméglicht den Nachweis der von den Antikérpern
erkannten Strukturen. Dazu wurden Zellen auf Deckgldschen ausgesat. Nach entsprechender
Behandlung wurden die Zellen zundchst einmal mit PBSqer gewaschen und daraufhin fiir 30 min
mit 4 % Paraform-Aldehyd (PFA) fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut dreimal mit

PBSqer gewaschen und in eine neue 12 well Platte tberfiihrt.

Fir die Farbung wurden die Zellen zunachst dreimal fir 5 min mit PBSqes gewaschen.
AnschlieBend wurde fiir 10 min mit einer Glycin-Losung (100 mM Glycin in PBSqef) verbliebenes
PFA neutralisiert und die Zellmembranen wurden fiir weitere 10 min permeabilisiert (0,2 %
Triton X-100 in PBSgef). Daraufhin wurde einmal mit PBSqer gewaschen. Um freie Bindungsstellen
zu blockieren, wurden die Deckgldaser 10 min mit Immunfluoreszenz-Block-Puffer (IF-BB)
inkubiert und schlieRlich mit den entsprechenden primaren Antikérpern inkubiert. Dazu wurden
die Antikorper (genutzte Konzentrationen siehe 2.7) in gewiinschter Menge in IF-BB geldst und
20 pl dieser Verdinnung als Tropfen auf einen Parafilm-Streifen gegeben. Die Deckglaser
wurden mit der Zellseite nach unten auf diesen Tropfen gelegt und in einer Kammer mit
ausreichender Luftfeuchtigkeit tber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Deckgldser in einem Waschschalchen dreimal mit PBSqer gewaschen und mit dem sekundaren
Antikorper sowie dem Kernfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, 1:2.500) fir eine Stunde
bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde erneut dreimal
mit PBSqer gewaschen und ein letztes Mal mit Wasser. Die Deckgldser wurden schlieRlich mittels
des Eindeckmediums FluorPrepeingedeckelt. Zur Quantifizierung des Signals fir die dsRNA,
wurde zundchst mittels der Imagel-Software die mean fluorescence intensityMFl) fiir
mindestens funf reprdsentative IF-Aufnahmen eines Replikates bestimmt. Um

interexperimentelle Unterschiede in der Farbung auszugleichen, wurde jeder Datenpunkt
44



3) Methoden

innerhalb eines Replikats auf die mittlere MFI des gesamten Replikates normalisiert.
AnschlieBend wurden die Ergebnisse noch auf die gezahlte Zellzahl im entsprechenden

Bildausschnitt normalisiert.

3.3.2) Enzyme linked Immunosorbent fssa

Zur Quantifizierung der freigesetzten Menge an IFN-A wurde ein kommerziell erhaltlicher
Enzyme linked Immunosorbent As$BlySA) von R&B Systems benutzt, welcher IFN-A 1 und 3
im Uberstand der behandelten Zellen nachweist. Dazu wurde die ELISA-Platte Giber Nacht mit
100 ul des primaren Antikdpers beschichtet (Maus a-human Interleukin (IL)-29/IL-28B; 1 pg/ml
in PBSqer). Am nachsten Tag wurden die wellsdreimal mit 300 ul Waschpuffer (0,05 % Tween®
20 in PBSqef) gewaschen (im Folgenden als Waschschritt bezeichnet). Um potenziell freie
Bindungsstellen zu blockieren, wurden 100 pul des Reaktionspuffers (1 % BSA in PBSqef) in die
wells gegeben und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt, wurden 100 pl der Proben-Uberstinde sowie der Standardreihe hinzugefiigt.
Diese wurde in einer Verdinnungsreihe (1:2) von 4000 pg/ml bis 62,5 pg/ml angesetzt. Fiir alle
Proben, den Standard sowie der Negativ-Kontrolle (Reaktionspuffer) wurden Duplikate
durchgefihrt. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur, um eine effiziente Bindung
des IFN-A an den primaren Antikdrper zu gewdhrleisten, erfolgte ein weiterer Waschschritt.
AnschlieRend wurde 100 ul des Detektions-Antikdrpers (Ziege a-human IL-29/I1L-28B;
biotinyliert; 400 ng/ml in Reaktionspuffer) in alle wellspipettiert und fiir weitere 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die wells wurden gewaschen und 100 pl Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidaseiRP)-gekoppeltes Streptavidin wurde zugegeben, welches an den
Biotin-gekoppelten Detektions-Antikérper bindet. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte ein letzter Waschschritt. Daraufhin wurden 100 pl der Substratlésung (1:1 Gemisch aus
H»0; und Tetramethylbenzidine) zu den wellsgegeben, welche mittels des an den sekundaren
Antikorper gebundenen HRP in einer Farbreaktion umgesetzt wird. Diese Farbreaktion wurde
nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur ohne weiteren Waschschritt mit 50 pl der Stopp-
Losung (2 N H,S0,) abgestoppt. Der Farbumschlag wurde photometrisch bei einer Wellenlange
von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 630 nm an einem Photometer gemessen. Die
IFN-A-Konzentrationen in den analysierten Proben wurden mittels einer Standardkurve

ermittelt.

3.3.3 NatriumDodecylsulfaPolyacrylamidselelektrophorese

Um die Protein-Expression des Autophagie-Markers p62 nach Cyclophilin-Inhibitor-Behandlung
nachzuweisen, sollten die Proteine der behandelten Zellen zunachst mittels Natrium-
Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer GrofRe nach aufgetrennt
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werden. Dafir erfolgte zunachst eine Lyse der Zellen mittels eines speziellen Zelllyse-Puffers
(CLB) in Kombination mit verschiedenen Protease- und Phosphatase-Inhibitoren (siehe Tabelle
6). Die Zellen wurden zundchst in eiskaltem PBSges mit Zellschabern mechanisch von der
Zellkulturplatte abgelést und fiir 5 min bei 4 °C und 6000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 100 pl 1x CLB aufgenommen. Das Lysat wurde mittels eine
Reagenzglasmixers (Vortex) gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Alle 10 min wurden die
Lysate erneut gemischt. Anschlielend wurde fiir 5 min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert.
Das klare Lysat wurde in ein neues Reaktionsgefal} Gberfiihrt, in welchem 33 ul 4x Probenpuffer

vorgelegt waren. Die Proben wurden bei 95 °C fiir 5 min aufgekocht und bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 6) Pipettierschema 1x Zelllyse-Puffer

10x Zellextraktions-Puffer 10 pl
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (1 mM) 1l
Calyculin (10 uM) 1l

25x cOmplete-Losung 4 ul

dH20 84 ul

Flr eine anschlieBend SDS-PAGE wurden 15%ige Polyacrylamid-Gele gegossen (siehe Tabelle 7)
und ein Kamm mit Einsparungen fiir 10 Proben wurde genutzt. Das Gel wurde in die
Laufvorrichtung eingebaut und die Laufkammer mit Laufpuffer gefillt. 10 pl eines Protein-
Markers (1:1 Gemisch aus 1x Probenpuffer und PageRulér Plusvon Thermo Scientific) sowie
der zundchst erneut aufgekochten Proben wurden in die Taschen des Gels gefillt. Potenziell
leere Taschen wurden mit 1x Probenpuffer aufgefillt. Die Laufvorrichtung wurde an die
Stromquelle angeschlossen und bei 90 V fir 140 min laufen gelassen. Die Proteine wandern in
Abhéangigkeit ihrer GroRe auf Grund ihrer negativen Ladung zur positiv geladenen Anode und
somit durch das Polyacrylamid-Gel. Dieses konnte anschlieend vorsichtig entnommen werden
und die Proteine im Rahmen eines Western Blots auf eine Membran Ubertragen und

nachgewiesen werden (siehe 3.3.4).

Tabelle 7) Pipettierschema fiir 15%iges Trenngel und Sammelgel (Volumina fiir ein Gel)

Sammelgel Trenngel
dH20 680 pl 1100 pl
30% Acrylamid 170 pl 2500 pl
Sammelgel-Puffer 140 pl -
Trenngel-Puffer - 1350 pl
10% Ammoniumpersulfat 10 pl 50 ul
Tetramet;-\s:;:;;endlamln 1l 2l
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3.3.4) Western Blot Analyse

Um die Proteinmenge des Autophagie-Markers p62 zu bestimmen und somit Riickschliisse auf
die Autophagie-Aktivitat in den untersuchten Zellen ziehen zu kénnen, wurde ein Western Blot
durchgefihrt. Als Western Blot wird der Transfer von Proteinen auf eine Membran bezeichnet,
welche anschlieRend mittels Antikorperfarbung nachgewiesen werden kénnen. Um die durch
die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (siehe 3.3.3) anzufarben, wurden diese daher mittels der
Methode des Western Blots auf eine Membran Ubertragen. Dafiir wurden in einer Blotkammer
4 Filterpapiere (Whatmar™) platziert, welche zuvor fir 5 min in Western-Blot Transferpuffer
eingeweicht wurden. Auf diese wurde eine fir eine Minute in Ethanol aktivierte
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Poren-Grof3e: 0,2 uM) platziert, auf welche die Proteine
transferiert werden sollen. Anschlieend wurde das Polyacrylamid-Gel auf die Membran
platziert und mit weiteren 4 Filterpapieren abgeschlossen. Mit einer Rolle wurden etwaige
Luftblasen entfernt. SchlieBlich wurden die Proteine fiir 30 min bei 30 V auf die Membran
Ubertragen. Dies geschieht (iber die negative Ladung der Proteine, welche dazu fihrt, dass diese

zur positive geladenen Anode wandern.

Bevor die Proteine auf der Membran angefarbt wurden, wurden zunachst unspezifische
Bindungsstellen durch eine einstiindige Inkubation der Membran in 5%igem Milchpulver
geblockt. Anschlieffend wurden die in 5%igem Milchpulver verdiinnten primdren Antikdrper
dazugegeben (genutzte Konzentrationen siehe 2.7) und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Membranen dreimal mit PBSges mit 0,1 % Tweenyo (PBST) gewaschen
(im Folgenden als Waschschritt bezeichnet). Als interne Kontrolle wurde die zellulédre, ubiquitar
exprimierte Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) angeféarbt. Dazu wurde der
entsprechende Antikérper in 5%igem Milchpulver verdinnt und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit der Membran inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die
Farbung mit den HRP-gekoppelten sekundaren Antikorpern. Diese wurden ebenfalls fir eine
Stunde bei Raumtemperatur mit der Membran inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein letzter
Waschschritt, bei welchen zusatzlich am Ende einmal mit PBS4r ohne Tweeny, gewaschen
wurde. Die chemische Reaktion zur Visualisierung der Proteinmenge erfolgte mittels des
SuperSignal™ West Dura Substrats. Die Detektion der Peroxidase-Reaktion erfolgte an dem
Bildgebungs-System ChemiDoc. Die Auswertung und Quantifizierung der Signale erfolgte mittels
der Imagel-Software. Dazu wurde die Intensitdt des p62-Signals auf die Intensitdat des GAPDH-

Signals normalisiert und anschlieBend mit der DMSO Kontrolle verglichen.
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3.4) Virologische Methoden

3.4.1) Adenovirale Transduktion der murinen Lungenzellen

Eine adenovirale Transduktion erlaubt das transiente Einbringen von DNA in Zielzellen. In diesem
Fall sollte der humane Rezeptor fiir SARS-CoV-2, das Angiotensin-konvertierende Enzym 2
(ACE2), von den primaren, murinen Lungenepithelzellen exprimiert werden, um eine effiziente
Infektion der Zellen zu ermoglichen. Um dies zu gewahrleisten, wurden die isolierten Zellen
mittels eines nicht replizierfahigen Adenovirus transduziert, welches fiir das humane ACE2
kodiert. Auf diese Weise erfolgt eine transiente Expression des Rezeptors. Die Zellen wurden
hierfur fur 1 Stunde bei 37 °C mit dem Adenovirus in DMEM-F12 (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S) bei
einer Multiplizitat der Infektion (multiplicity of infection MOI) von 1000 inkubiert [269].
AnschlieBend wurde das Inokulum abgenommen, die Zellen zweimal mit DMEM-F12 (+ 1 %
Glutamin; + 1 % P/S) gewaschen und neues Medium mit 10 % FCS zu den Zellen gegeben. Nach
4 Tagen wurden die Zellen mit SARS-CoV-2 infiziert, da zu diesem Zeitpunkt eine effiziente

Expression des ACE2 vorliegt [309].

Tag -9 Tag -4 Tag 0 Tag 1 ’

Isolation der Transduktion Infektion mit ) Ernte der
mTBEpC des hACEII SARS-CoV-2 Uberstande und RNA

Abbildung 12) Zeitleiste fiir die SARS-CoV-2 Infektion von ACE2 transduzierten mTBEpC

3.4.2) Coronavirukfektion

Die Infektion mit den hochpathogenen Coronaviren SARS-CoV-2 und MERS-CoV wurden im
Sicherheitslabor der Stufe Vier (BSL4) an der Philipps-Universitdat Marburg durchgefiihrt. Dafir
wurde das Medium von den Zellen entfernt und das Inokulum hinzugefiigt. Fiir die Infektion
wurde eine MOl von 0,1 und 0,05 fiir MERS- bzw. SARS-CoV-2 verwendet und die Viren wurden
in DMEM oder DMEM-F12 (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S) verdiinnt. Die Zellen wurden fir eine
Stunde im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Dabei wurden die Platte alle 15 min
geschwenkt. Nach einer Stunde Adsorption wurde das Inokulum entfernt. Die Zellen wurden mit
Medium ohne FCS gewaschen und neues Medium mit 10 % FCS wurde zu den Zellen gegeben.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir die jeweilig angegebene Dauer bei 37 °C und 5 % CO;

inkubiert.
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3.4.3) VSAInfektion

Die Infektionen mit VSV wurden am Institut fir Virologie in Laboren der Sicherheitsstufe 2 (BSL2)
durchgefiihrt. Der Ablauf folgte im Weiteren dem Ablauf der Infektion mit SARS-CoV-2 und
MERS-CoV (siehe 3.4.2). Fir die Infektion wurde eine MOl von 0,5 verwendet.

3.4.4)Quantifizierung der freigesetzten infektioS@ruspartikel

Um die Menge an freigesetzten, infektiésen Viruspartikeln im Uberstand zu bestimmen, wurde
ein tissue culture infectious dose HOCIDso)-Assay durchgefiihrt. Dieser basiert auf der
Auslosung eines zytopathischen Effekts (cytopathic effect CPE) durch ein Virus. Durch eine
serielle Verdiinnung der zu untersuchenden Uberstinde kann die Verdiinnungsstufe bestimmt
werden, bei der kein CPE mehr zu erkennen ist. Dafiir wurden VeroE6 Zellen in 96 well-Platten
ausgesat. Die Zellen in einer Zellkulturflasche wurden hierfiir mit 2 ml Trypsin abgel6st und in
zusatzlichen 8 ml DMEM (+ 1 % Glutamin; + 1 % P/S; 2 % FCS) aufgenommen. Je 1 ml dieser
Zellsuspension wurde mit entweder 16 ml (160 pl/well) oder 18 ml (180 pl/well) Medium
gemischt und ausgesat. Am nichsten Tag wurden die zu untersuchenden Uberstinde in die erste
Spalte der Platte gegeben. Dabei wurden entweder 40 ul (1:5 Verdiinnungsreihe fir MERS und
SARS-CoV-2) oder 20 pl (1:10 Verdiinnungsreihe fir VSV) zu 160 pl bzw. 180 pul gegeben.
Anschlieend wurde eine entsprechende Verdiinnungsreihe durchgefiihrt. Alle Proben wurden
in vierfacher Bestimmung analysiert. Nach 4 Tagen wurden die Platten mikroskopisch
ausgewertet, indem fir jedes Replikat einer Probe die letzte Spalte bestimmt wurde, in welchem
diese noch einen zytopathischen Effekt hervorruft. Die Berechnung der TCIDso/ml erfolgte

anschlieRend gemal der Spearman-Karber-Methode [140].
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4) Ergebnisse

4.1) Die Aktivierung des IRFAFNA-Signalwegs nach CsA/ANBehandlung ist

essenkill fir die antivirale Aktivitdt und abhangig von verschiedenen Faktoren

Cyclosporin A (CsA) und Alisporivir (Alv) weisen antivirale Eigenschaften gegen verschiedene
Viren auf. Dabei ist dieser Effekt teilweise auf die Induktion von Interferon (IFN)-A
zuriickzufihren. Mause, welche mit CsA behandelt wurden, zeigten eine Hochregulation von
IFN-A in der bronchoalveoldren Lavage (BAL). Unklar war zunéachst, in welchem Abschnitt der
Atemwege diese Induktion vermittelt wird. In der dieser Arbeit vorangegangenen Masterarbeit
[206] wurden primare Lungenepithelzellen sowohl aus dem alveoldren (mAEpC) als auch aus
dem tracheobronchialen (mTBEpC) Bereich der murinen Lunge isoliert. Dabei zeigten sich nach
CsA-Behandlung Unterschiede in der IFN-A-Antwort dieser Epithelzellen. Diese Ergebnisse
sollten in der vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert werden, um den Wirkmechanismus von

CsA und Alv in der Lunge besser zu verstehen.

4.1.1) Expressiofdsvel des Interferaregulierenden Faktor ih murinen Epithelzellen

aus unterschiedlichen Abschnitten der Lunge

In vorrausgegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass der Interferon-regulierende
Faktor (IRF)-1 wichtig fir die CsA/Alv-vermittelte Induktion von IFN-& in der humanen
bronchialen Epithelzelllinie Calu3 ist [258]. Darliber hinaus konnten Studien zeigen, dass in der
humanen Lunge die Expression und Aktivitdt verschiedener IRFs in den unteren und oberen
Atemwegen unterschiedlich reguliert sind [109]. Daher sollte im ersten Abschnitt dieser Arbeit
untersucht werden, ob sich die Expression von IRF-1 nach CsA/Alv-Stimulation zwischen den
alveoldren und tracheobronchialen Epithelzellen unterscheidet. Zu diesem Zweck wurden
primdare mTBEpC und mAEpC isoliert und mit CsA und Alv stimuliert sowie mit DMSO als
Losungsmittelkontrolle. Nach 24 Stunden wurden die mRNA-Level von murinem IRF-1 (mIRF1)

mittels gRT-PCR analysiert.

In mTBEpCs konnte eine geringe jedoch nicht signifikante Induktion von mIRF-1 nach CsA-
Behandlung nachgewiesen werden (Abbildung 13A). Dieser Effekt konnte nicht in Alv-
behandelten Zellen beobachtet werden. Allerdings konnte unter allen getesteten Konditionen
eine Expression der IRF-1 mRNA detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte in der DMSO-
Kontrolle sowie in den CsA- oder Alv-behandelten mAEpC keine IRF-1 mRNA nachgewiesen
werden (Abbildung 13B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die basale Expression von

IRF-1 in den primdren murinen Zellen fir die IFN-A-Antwort wichtig ist und legen eine
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4) Ergebnisse

unterschiedliche Regulation dieses Signalweges nach Behandlung in den verschiedenen

Lungenabschnitten nahe.

mIRF-1 mRNA

Z

mTBEpC B) mAEpC

ns

p=0.0568

e ot @

i

x-fache Erhéhung liber
dle DMSO-Kontrolle
n

x-fache Erhéhung liber
dle DMSO-Kontrolle
n

nd. nd. nd.
1] T T T O=l—toppe— | —cijim

S &0 (f’?. vy\ S ‘890 0,,}?' v_\"

Abbildung 13) mIRF-1 mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten mTBEpC und mAEpC

mTBEpC (A) oder mAEpC (B) wurden aus C57BL/6 Mausen isoliert. Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit CsA
oder Alv (jeweils 10 pM) sowie DMSO als Losungsmittel-Kontrolle stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA wurde isoliert. Die mIRF-1 Level wurden mittels einer gRT-PCR analysiert. Die
Daten werden als Mittelwert *+ der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von vier individuellen Experimenten (n =
4) gezeigt. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde eine One-Way ANOVA durchgefiihrt und alle Proben
wurden mit DMSO verglichen. n.s.: nicht signifikant; n.d.: nicht detektierbar.

4.1.2)Untersuchung ddSGSignatr nach Stimulation mEyclophilifinhibitoren

Die Aktivierung und Freisetzung von IFNs und deren Bindung an die entsprechenden zelluldren
Rezeptoren hat eine Induktion von vielen verschiedenen ISGs zur Folge, die wiederum fir die
vermittelte antivirale Aktivitat verantwortlich sind. Um zu analysieren, ob sich auch die mRNA-
Level einzelner ISGs zwischen den Epithelzellen aus den verschiedenen Atemwegsbereichen
unterscheiden, sollte exemplarisch das murine ISG Interferon-induziertes Protein mit
Tetratricopeptid Wiederholungen (IFIT) 2 analysiert werden. Dazu wurden die Zellen wie in

4.1.1) beschrieben behandelt und anschlieRend die mRNA-Level mittels qRT-PCR analysiert.

Passend zu der nach CsA-Behandlung beschriebenen Induktion von IFN-A, sind in
tracheobronchialen Epithelzellen nach Stimulation mit CsA die mRNA-Level von IFIT2 signifikant
erhoht (Abbildung 14A). Dieser Effekt ist auch in Alv-behandelten Zellen nachzuweisen. In den
mMAEpC war jedoch keine Induktion von IFIT2 zu detektieren (Abbildung 14B).

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass IRF-1 auch in den isolierten
Epithelzellen aus dem tracheobronchialen Bereich der murinen Lunge ein wichtiger Faktor fur
die CsA/Alv-vermittelte IFN-A- und ISG-Induktion ist. Darliber hinaus scheint dieser Prozess in
den verschiedenen Abschnitten der Lunge aufgrund der sich unterscheidenden Expression von

IRF-1 unterschiedlich stark ausgepragt zu sein.
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Abbildung 14) mIFIT2 mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten mTBEpC oder mAEpC

Aus C57BL/6 Mausen isolierte mTBEpC (A) oder mAEpC (B) wurden mit CsA oder Alv (jeweils 10 uM) stimuliert, sowie
mit DMSO als Kontrolle. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die zelluldre RNA aus den
Zelllysaten extrahiert. AnschlieRend wurden die mIFIT2 mRNA-Level mittels qRT-PCR analysiert. Die Daten werden als
Mittelwert + SEM von n = 4 individuellen Experimenten gezeigt. Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde
eine One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten verwendet. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01.

4.1.3) Vergleich derlFNASGAntwort nach CyclophiliinhibitorStimulation in

verschiedenen Mausstammen

AnschlieBend sollte untersucht werden, ob die Cyclophilin-Inhibitoren diese Effekte auch in
Epithelzellen induzieren, die aus Madusen mit einem anderen genetischen Hintergrund isoliert
wurden. Dazu wurden mTBEpC, die aus C57BL/6 oder BALB/c M&usen isolierte wurden, mit CsA

oder Alv stimuliert und nach 24 Stunden auf die Induktion von mIFN-A untersucht.
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Abbildung 15) mIFN-A mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten mTBEpC isoliert aus dem Respirationstrakt von
C57BL/6 oder BALB/c Mausen

Konfluente mTBEpC, die entweder von M&usen mit C57BL/6-Hintergrund (A) oder BALB/c-Hintergrund (B) isoliert
wurden, wurden mit DMSO als Kontrolle sowie CsA oder Alv (jeweils 10 uM) stimuliert. Nach 24 Stunden erfolgte die
Zelllyse mittels RLT-Puffer und die RNA-Isolation. Die mIFN-A mRNA-Level wurden mittels gRT-PCR analysiert. Die
Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 4 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde
mittels einer One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten berechnet. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; ***: p<0,005.
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4) Ergebnisse

mTBEpC, die aus Mausen mit C57BL/6-Hintergrund isoliert wurden, zeigten auch hier nach
CsA/Alv-Behandlung die beschriebene IFN-A-Antwort (Abbildung 15A). Jedoch konnte in
mTBEpC von BALB/c-Mausen, die mit CsA oder Alv behandelt wurden, keine Induktion von IFN-A

nachgewiesen werden (Abbildung 15B).

Um zu Uberprifen, ob die Unterschiede zwischen den beiden Maus-Linien auch mit einer
unterschiedlichen Expression/Regulation von IRF-1 korrelieren, sollten die mRNA-Level von

mIRF-1 in CsA/Alv-behandelten mTBEpC von C57BL/6 und BALB/c M&usen analysiert werden.

mIRF1 mRNA
A) B)
C57BL/6 BALB/c
By ¢ ne
2.5+ ns 2.5
g o
o9 - ns
=2 B 2.0 L4 25 204
ok oE
F=ir=] =]
28 154 T ° 28 154 ns
o X s ig X i |
£9 L 4 24 .
mg 1.0 eee n mg 1.0-] eee _T_
25 25 i 4
@ - @ -
a; 2 0.5 ".! 2 0.5
s »
N e s e R e e e
(o] oo (o] oo
" P v O ? v
0@ Q\x‘

Abbildung 16) mIRF-1 mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten mTBEpC isoliert aus dem Respirationstrakt von
C57BL/6 oder BALB/c Miusen

mTBEpC wurden entweder aus Mdusen mit C57BL/6 (A) oder BALB/c (B) Hintergrund isoliert. Die Zellen wurden mit
CsA/Alv (jeweils 10 pM) oder DMSO als Losungskontrolle stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels RLT-
Puffer lysiert und die RNA aus den Zelllysaten isoliert. Die IRF-1 mRNA-Level wurden mittels gRT-PCR analysiert. Die
Daten werden als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde
mittels einer One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten berechnet. n.s.: nicht signifikant.

IRF-1 wurde in den Zellen beider Mauslinien zu dhnlichen Leveln exprimiert (siehe Anhang,
Abbildung 43). In den Zellen, die aus Mausen mit C57BL/6-Hintergrund isoliert wurden, konnte
nach CsA-Behandlung eine geringe jedoch nicht signifikante Induktion der IRF-1 mRNA
detektiert werden (Abbildung 16A). Dies war nicht zu beobachten in Zellen, die mit Alv
behandelt wurden. Auch in den mTBEpC, die aus M&usen mit BALB/c Hintergrund isoliert

wurden, konnte keine Induktion der IRF-1 mRNA-Level gezeigt werden (Abbildung 16B).

Auch fiir den Vergleich zwischen den Mauslinien sollte anschlielRend die ISG-Antwort
exemplarisch anhand von IFIT2 analysiert werden. Daflir wurden die mRNA-Level mittels qRT-

PCR untersucht.
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Abbildung 17) mIFIT2 mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten mTBEpC von C57BL/6 oder BALB/c Miusen

mTBEpC von Mausen mit C57BL/6- oder BALB/c-Hintergrund wurden wie in Abbildung 15 beschrieben behandelt.
AnschlieBend wurden die mRNA-Level von mIFIT2 mittels gRT-PCR analysiert. Die Daten werden als Mittelwert £ SEM
von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA der
log-normalisierten Daten berechnet. n.s.: nicht signifikant.

Die IFIT2 mRNA-Level waren leicht erhoht in den CsA-behandelten mTBEpC, die aus C57BL/6
Mausen isoliert wurden (Abbildung 17A) und mit einer Induktion von IFN-A auf die Behandlung
reagierten. Im Gegensatz dazu konnten in den Zellen aus BALB/c Mausen, die keine Induktion
von IFN-A zeigten, auch keine Induktion des analysierten ISG beobachtet werden (Abbildung

17B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der Lokalisation der Zellen innerhalb der Lunge
(tracheobronchial vs. alveolar) auch die Mauslinie ein Faktor fiir die beobachtete Induktion von
IFN-A und I1SGs nach der Stimulation mit den Cyclophilin-Inhibitoren sein kann. Dies korreliert

zudem mit der Expression und Induktion von IRF-1.

4.1.4) Vergleich der antiviralen Aktivitat der Cyclophmhibitorenin der VSW¥nfektion in
verschiedenen Mausstammsowie Cacofind Calu3 Zellen

In dem vorherigen Abschnitt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion von IFN-A
durch die Cyclophilin-Inhibitoren von verschiedenen Faktoren abhdngig sein kann. Bereits
veroffentlichte Daten konnten nachweisen, dass die IFN-A-Induktion zumindest zu einem Teil
verantwortlich flir die antiviralen Eigenschaften der beiden Cyclophilin-Inhibitoren ist [258].
Daher sollte untersucht werden, wie sich mTBEpC von C57BL/6-Md&usen, die nach CsA-
Stimulation IFN-A produzieren und jene von BALB/c M&usen, die nicht mit einer IFN-A-Induktion
reagieren, wahrend einer Infektion verhalten. Dafiir wurden die entsprechenden Zellen mit VSV
infiziert, da flr dieses bereits gezeigt wurde, dass es durch CsA inhibiert wird [22]. Eine Stunde
nach Infektion wurde das Inokulum entfernt und die Zellen zusatzlich mit CsA, Alv oder DMSO

behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde abgenommen und mittels TCIDso-Assay
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analysiert. AuRerdem wurde RNA aus den Zelllysaten gewonnen und mittels qRT-PCR auf virale

RNA untersucht.
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Abbildung 18) Replikation und Freisetzung des VSV in CsA/Alv-behandelten mTBEpC aus C57BL/6 oder BALB/c
Mausen

mTBEpC isoliert aus Mausen mit C57BL/6-Hintergrund (A,B) oder BALB/c-Hintergrund (C,D) wurden mit VSV infiziert
(MOI =0,5). Das Virus wurde in DMEM (+ 1 % P/S; + 1 % Glutamin) verdiinnt und fir eine Stunde bei 37 °C auf die
Zellen gegeben. Die Zellen wurden zweimal mit Medium gewaschen und anschlieBend in FCS haltigem Medium mit
CsA oder Alv (jeweils 10 uM) bzw. der DMSO-Kontrolle stimuliert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und mittels TCIDso-Assay auf die Freisetzung infektioser, viraler Partikel untersucht (C,D). Die Zellen
wurden mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA wurde isoliert. Die Menge der viralen RNA in den Zelllysaten wurde
mittels gRT-PCR analysiert (A,B). Die Daten werden als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt.
Die statistische Signifikanz wurde mittels One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten berechnet. n.s.: nicht
signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01.

Zunachst konnte hier der flir VSV beschriebene antivirale Effekt von CsA auch in priméaren Zellen
aus der murinen Lunge von C57BL/6 Mausen bestatigt werden. Sowohl die Menge der viralen
RNA als auch die Menge der infektiésen Viruspartikel im Uberstand waren in CsA-behandelten
Zellen reduziert (Abbildung 18A und B). Dartiber hinaus konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal
gezeigt werden, dass auch Alv antivirale Effekte gegen eine VSV-Infektion aufweist. Der

antivirale Effekt von CsA und Alv war jedoch nicht in Zellen nachzuweisen, die aus Mausen mit
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BALB/c-Hintergrund isoliert wurden (Abbildung 18C und D). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass IFN-A essenziell flr die antivirale Aktivitat der Cyclophilin-Inhibitoren ist und dass diese
deshalb in Zellen, die nicht mit einer IFN-A-Induktion auf die Behandlung reagieren, auch keinen

antiviralen Status etablieren kénnen.

Um diese Ergebnisse weiter zu bestatigen, wurden im Anschluss die beiden immortalisierten
humanen Epithelzelllinien Caco2 und Calu3 verwendet. Wahrend die bronchialen Calu3 Zellen
mit einer starken IFN-A-Antwort auf CsA und Alv reagieren, konnte dies fiir die Darmzelllinie
Caco-2 nicht bestatigt werden ([258] und nicht veroffentlicht). Die beiden Zelllinien wurden wie
oben beschrieben infiziert und mit CsA oder Alv behandelt. Nach 24 Stunden wurden die
infektidsen, viralen Partikel im Uberstand sowie die virale RNA in den Zelllysaten analysiert. Um
die Infektion zu visualisieren, wurden auferdem Zellen mit einem genetisch veranderten VSV

infiziert, welches fur das grin-fluoreszierende Protein (GFP) codiert.

Calu3-Zellen
B) Virale Frelsetzung C)

2 virale RNA relativar RPS1SMRNA. 2>
i

virals RNA relativ zur RPE18 mRNA

Abbildung 19) Replikation und Freisetzung des VSV in CsA/Alv-behandelten Calu3 oder Caco2 Zellen

Calu3 (A,B) und Caco2 (D,E) Zellen wurden fiir eine Stunde bei 37 °C mit VSV (verdinnt in DMEM +1 % P/S+1 %
Glutamin) infiziert (MOI = 0,5). AnschlieRend wurden die Zellen fir 24 Stunden mit CsA oder Alv (jeweils 10 uM) sowie
der Lésungsmittel-Kontrolle DMSO stimuliert. Der Uberstand wurde abgenommen und mittels TCIDso-Assay auf die
Freisetzung infektioser Partikel analysiert (B,E). Die Menge der viralen RNA in den Zelllysaten wurde mittels qRT-PCR
analysiert (A,D). (C,F) Calu3 bzw. Caco2 Zellen wurden mit VSV-GFP auf die oben beschriebene Weise infiziert. Nach
24 Stunden wurden die Zellen fixiert und mittels IFA analysiert. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 3-4
individuellen Experimenten gezeigt. Die Bilder zeigen einen repradsentativen Phanotyp von n = 3 einzelnen
Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA von log-normalisierten Daten
berechnet. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01.

Sowohl CsA als auch Alv waren in Calu3 Zellen dazu in der Lage, die virale RNA in den Zelllysaten
sowie die viralen Titer im Uberstand signifikant zu reduzieren (Abbildung 19A und B). Diese

Ergebnisse spiegeln sich auch in der Imnmunfluoreszenz-Analyse (IFA) der infizierten Calu3 Zellen
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4) Ergebnisse

wider, in welcher im Vergleich zur DMSO-Kontrolle eine deutliche Reduzierung der VSV-
positiven Zellen (griin) zu erkennen war (Abbildung 19C). Im Gegensatz dazu konnte weder eine
Reduktion der viralen RNA noch der viralen Titer in behandelten Caco2 Zellen beobachtet
werden (Abbildung 19D-F), welche nicht mit einer IFN-A-Antwort auf die CsA/Alv-Behandlung
reagieren. Dies bestatigt die in den primaren Mauszellen erhaltenen Ergebnisse weiter, dass

IFN-A wichtig fur die antivirale Aktivitat der Cyclophilin-Inhibitoren ist.

Zusammenfassend konnte in dem ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass die IFN-A- sowie
die ISG-Induktion in CsA-behandelten Zellen von verschiedenen Faktoren abhangig ist. So
unterscheiden sich die Epithelzellen von unterschiedlichen Bereichen des murinen
Respirationstraktes sowie jene von Mausen mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund
beziiglich ihrer IFN-Antwort. Dabei wurde die Schliisselrolle von IRF-1 in diesem Prozess weiter
bestatigt, da dieser vor allem in den IFN-A-produzierenden Zellen des tracheobronchialen
Bereiches exprimiert wird, wahrend er in den alveoldren Zellen nicht nachweisbar war. Dies legt
eine unterschiedliche Auspragung der Immunkontrolle in diesen Zellen nahe. Die Behandlung
der Zellen mit dem CsA-Derivat Alv fihrte zu dhnlichen wenngleich schwéacher ausgepragteren
Effekten. Insbesondere konnte zudem das erste Mal die inhibierende Wirkung von Alv in der

VSV Infektion gezeigt werden.

4.2) Die Bedeutum des Retisdureinduzierbaren Gens 1 (RIGflr die durch
CyclophiliAnhibitoreninduzierte IFN\-Antwort

Die Bedeutung von IRF-1 fir die Induktion von IFN-A und die damit verbundene antivirale
Aktivitat der Cyclophilin-Inhibitoren konnte in vorherigen Studien gezeigt werden [258]. Wie IRF-
1 nach einer Behandlung mit CsA oder Alv aktiviert wird, bleibt jedoch unklar. Typischerweise
werden IRFs (iber den Retinsdure-induzierbares Gen | (RIG-1)-Signalweg aktiviert [345]. Dabei
erkennt RIG-I dsRNA, die zum Beispiel wahrend der Replikation vieler Viren gebildet wird, und
fUhrt Gber eine Signalweiterleitung lber das mitochondriale antiviral signalgebende Protein
(MAVS) unter anderem zu einer Aktivierung von IRF-1 [185]. Daher sollte in Abschnitt 4.2)
untersucht werden, welche Rolle RIG-I und MAVS in der Aktivierung von IRF-1 und in der

Induktion von IFN-A und verschiedenen ISGs spielen.
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4.2.1) Expressioron RI@ und MAV$ CsA/Ahbehandelten CaB Zellen

RIG-I ist ein ISG, was bedeutet, dass eine Induktion von IFNs zu einer Erh6hung der basalen
Expressionslevel fiihrt [197, 314]. Auf diese Weise werden benachbarte Zellen, welche parakrin
auf die IFN-Freisetzung reagieren, in Alarmbereitschaft versetzt und konnen effektiver auf eine
mogliche Infektion reagieren. Neben RIG-I gibt es noch weitere ISGs, welche nach ihrer
Expression zu einer weiteren und verstarkten IFN-Induktion fiihren. Diese positive
Rickkopplungs-Schleife ist wichtig fiir eine robuste IFN-Antwort. So ist diese deutlich reduziert
in Zellen, die keinen IFN-Rezeptor besitzen und daher nicht in der Lage sind, mit einer Induktion
von ISGs auf das freigesetzte IFN zu reagieren [325]. Daher sollte zunachst analysiert werden,
ob in Zellen, die mit CsA oder Alv stimuliert wurden, eine verstarkte Expression der mRNA dieser
Signalproteine vorliegt. Daftir wurde in CsA/Alv-behandelten Calu3 Zellen nach 24 Stunden die

mRNA-Level von RIG-I und MAVS mittels gRT-PCR untersucht.
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Abbildung 20) RIG-1 und MAVS mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten Calu3 Zellen

Calu3 Zellen wurden mit DMSO als Kontrolle sowie CsA oder Alv (jeweils 10 uM) behandelt. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA wurde isoliert. Die mRNA-Level von RIG-I (A) und MAVS (B) wurde
mittels qRT-PCR untersucht. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 5 individuellen Experimenten gezeigt.
Eine One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten wurde verwendet, um die statistische Signifikanz zu berechnen.
n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01.

Nach einer Behandlung mit CsA waren die mRNA-Level von RIG-I signifikant erhéht im Vergleich
zur DMSO Kontrolle (Abbildung 20A). Dieser Effekt war schwacher ausgepragt und nicht
signifikant in Alv-behandelten Zellen. Auch die MAVS mRNA-Level waren in CsA- oder Alv-

behandelten Zellen nicht signifikant induziert (Abbildung 20B).
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4) Ergebnisse

4.2 2) Untersuchung delN und ISGAntwort in Cyclophilidnhibitorstimulierten und
mit RIGI- oderMAVSsiRNAbehandelten Zellen

Dass RIG-I nach der Behandlung mit den Cyclophilin-Inhibitoren induziert ist, deutet darauf hin,
dass die beschriebene Riickkopplungs-Schleife auch in CsA/Alv-stimulierten Zellen aktiv ist.
Allerdings bedeutet dies nicht notwendigerweise, dass RIG-I und MAVS tatsachlich an der
initialen Induktion der IFN-Antwort in CsA/Alv-behandelten Zellen verantwortlich sind. Daher
sollte im nachsten Teil diese Arbeit der Einfluss von RIG-1 und MAVS auf die Cyclophilin-Inhibitor-
vermittelte IFN-A-Induktion untersucht werden. Daflir wurden zunachst siRNAs genutzt, die
spezifisch zum Abbau der RIG-I oder MAVS mRNA fithren und auf diese Weise zu einer Reduktion
der Protein-Expression. Calu3 Zellen wurden hierzu mittels des Transfektions-Reagenzes
Oligofectamine™ mit der spezifischen siRNA bzw. einer nicht kodierenden Kontroll-siRNA (scr)
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurde zundchst die Effizienz des siRNA-
vermittelten Knockdownskontrolliert, indem die mRNA-Level von RIG-I und MAVS mittels

gRT-PCR analysiert wurden.
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Abbildung 21) RIG-1 und MAVS mRNA-Level in siRNA-transfizierten Calu3 Zellen

30-50% konfluente Calu3 Zellen wurden mittels des Transfektions-Reagenzes Oligofectamine™ mit RIG-1 oder MAVS
siRNA sowie einer nicht komplementaren Kontroll-siRNA (scr) transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA isoliert. Eine qRT-PCR Analyse wurde genutzt, um die mRNA-Level
von RIG-I (A) und MAVS (B) zu untersuchen. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 3 individuellen
Experimenten gezeigt. Ein zweiseitiger t-Test wurde fir die statistische Auswertung verwendet. n.s.: nicht signifikant,
**: p<0,01

Die RIG- mRNA-Level waren in Zellen, die mit spezifischer RIG-I siRNA transfiziert wurden, auf
etwa 50 % reduziert (Abbildung 21A). Im Gegensatz dazu hatte die Transfektion der MAVS siRNA
keinen signifikanten Einfluss auf die RIG-I mRNA. Ahnliches konnte umgekehrt fiir die MAVS
MRNA-Level beobachtet werden. Hier fihrt die Transfektion der spezifischen siRNA zu einer

Reduktion auf etwas unter 50 % (Abbildung 21B). Die RIG-I-spezifische siRNA flihrte zu keiner
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Reduktion der MAVS mRNA-Level. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein selektiver Knockdowndurch
die genutzten siRNAs erreicht werden konnte. Das AusmaR dieses Knockdownswar dartber
hinaus mit Ergebnissen bereits veroffentlichter Studien vergleichbar, welche die Aktivierung

dieses Signalweges in Virus-infizierten Zellen analysierten [216].

Um zu untersuchen, ob RIG-I und MAVS wichtig fiir die IFN-A-Antwort in CsA/Alv-behandelten
Zellen sind, sollten anschlielend Zellen stimuliert werden, die zuvor mit entsprechender siRNA
transfiziert wurden. Daflir wurden die Zellen, wie oben beschrieben, mit der Kontroll-siRNA oder
den spezifischen siRNAs transfiziert. Nach 48 Stunden wurde das Transfektions-Medium
abgenommen und die Zellen wurden in frischem Medium mit CsA, Alv oder DMSO stimuliert.
Nach weiteren 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA auf die
Freisetzung von IFN-A untersucht. Aulerdem wurde die RNA in den Zelllysaten mittels gRT-PCR

auf die mRNA von IFN-A untersucht.

Die mRNA-Induktion sowie die freigesetzte Menge an IFN-A wurde jeweils auf die Kontroll-siRNA
bezogen. Fiir beide spezifischen siRNAs ist eine signifikante Reduktion der CsA-vermittelten
IFN-A-Induktion um etwa 60-70 % zu beobachten (Abbildung 22A). Dies konnte auch in Zellen
bestatigt werden, die mit Alv behandelt wurden (Abbildung 22B). Dariber hinaus ist die durch
CsA-Behandlung freigesetzte Menge an IFN-A um etwa 50% reduziert, wenn die Zellen vorher
mit RIG-l1 oder MAVS siRNA transfiziert wurden (Abbildung 22C). Diese Tendenz ist auch in Alv-
behandelten Zellen zu beobachten, aber schwéacher ausgeprdagt (Abbildung 22D).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass der Knockdownvon sowohl RIG-I als auch
MAVS zu einer Reduktion der CsA- und Alv-induzierten IFN-A-Antwort fiihrt. Dies deutet darauf

hin, dass diese IFN-Antwort abhangig von den beiden Signalproteinen ist.
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Abbildung 22) IFN-A Induktion durch CsA/Alv-Behandlung in RIG-1 oder MAVS siRNA transfizierten Zellen

30-50 % konfluente Calu3 Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen
in frischem Medium mit CsA (A,C) oder Alv (B,D) (jeweils 10 uM) sowie DMSO stimuliert. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen lysiert und die RNA aus den Zelllysaten isoliert. Die IFN-A mRNA-Level wurden mittels gRT-PCR
analysiert (A,B). Die Zellkulturliberstande wurden mit Hilfe eines IFN-A 1/3-ELISAs auf die Menge freigesetzten IFN-A
untersucht (C,D). Die CsA/Alv-vermittelte Induktion der IFN-A-mRNA bzw. Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die
Daten werden als Mittelwert £ SEM von n = 4-5 individuellen Experimenten gezeigt. One-Way ANOVA wurde
verwendet, um statistische Unterschiede zwischen Kontroll- und Ziel-siRNA zu berechnen. n.s.: nicht signifikant; *:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,005.

Um zu Uberpriifen, ob die verminderte Induktion und Freisetzung von IFN-A in den siRNA-
transfizierten Zellen auch einen Einfluss auf die ISG-Induktion in behandelten Zellen hat, wurden
anschlieRend die mRNA-Level verschiedener exemplarischer ISGs analysiert. Diese wurden in

vorherigen Studien in Transkriptom-Analysen in CsA-behandelten Zellen identifiziert [258].
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Abbildung 23) ISG-Induktion nach CsA/Alv-Behandlung in RIG-l oder MAVS siRNA transfizierten Zellen

Calu3 Zellen wurden wie in Abbildung 22 beschrieben mit den entsprechenden siRNAs transfiziert und anschlieRend
mit CsA oder Alv behandelt. 24 Stunden nach Stimulation wurden die mRNA-Level der ISGs MMP13 (A), Viperin (B),
ZBP1 (C) und CMPK2 (D) mittels qRT-PCR analysiert. Die Daten werden als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen
Experimenten gezeigt. Fur die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde eine 2-Way ANOVA von den Mittelwert-
normalisierten Daten angewandt, wobei innerhalb einer Gruppe stets mit der entsprechenden Kontroll-siRNA
verglichen wurde. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,005.

Nach CsA-Behandlung konnte eine Induktion fir alle analysierten 1SGs nachgewiesen und somit
die Transkriptom-Daten bestatigt werden (Abbildung 23A-D). Dieser Effekt war in geringerem
AusmalR auch in Alv-behandelten Zellen nachweisbar. Dies steht im Einklang mit vorherigen
Ergebnissen, dass CsA eine ausgepragtere IFN-Antwort induziert als Alv. Die Transfektion der
Zellen mit RIG-I-siRNA fiihrte in CsA-behandelten Zellen zu einer deutlichen Reduktion der ISG
mRNA verglichen mit der Kontroll-siRNA. Diese Reduktion war zudem fiir alle ISGs mit Ausnahme
von MMP13 signifikant. Auch in MAVS Knoclkdown-Zellen fiihrte eine CsA-Stimulation zu einer
deutlich, fiir Viperin und CMPK2 auch signifikant reduzierten Induktion der ISGs. Im Gegensatz
dazu war eine dhnliche Tendenz zwar fiir Alv-behandelte Zellen zu beobachten, allerdings flhrte

der Knockdownvon RIG-1 oder MAVS in diesen Zellen nicht zu einer signifikanten Reduktion der
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4) Ergebnisse

ISG-Induktion. Dies konnte an der generell geringeren Induktion der ISGs nach der Behandlung
mit Alv an sich liegen. AbschlieBend zeigen diese Daten, dass nicht nur die Induktion und
Freisetzung von IFN-A, sondern in Konsequenz auch die Induktion der I1SGs in CsA- und Alv-
behandelten Zellen abh&ngig ist von dem RIG-I/MAVS-Signalweg, da der Knockdowrvon beiden

Signalproteinen zu einer Reduktion der IFN-A-Antwort flhrte.

4.2 3) Untersuchung ddiFN<-Antwort in primarenLungenzellen aus wildtypischamd
RIGI-defizienterMausen naclCyclophilidnhibitorBehandlung

Die in Abschnitt 4.2.2) beschriebenen Ergebnisse wurden in der immortalisierten Karzinom-
Zelllinie Calu3 erhalten. Um diese auch in primdren Atemwegsepithelzellen zu bestatigen,
wurden mTBEpC genutzt. Dartiber hinaus konnten, anstelle eines partiellen Knockdownsnittels
siRNA, Miuse genutzt werden, welche RIG-I-defizient waren (RIG-I7"). Diese wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Stefan Bauer aus dem Institut fir Immunologie der Philipps-
Universitat Marburg bereitgestellt. mTBEpC wurden aus wildtypischen oder RIG-I-defizienten
Mausen gewonnen und mit CsA, Alv oder DMSO stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die RNA aus

den Zelllysaten isoliert und mittels gRT-PCR auf die mRNA-Level von IFN-A untersucht.
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Abbildung 24) IFN-A- und ISG-Antwort in mTBEpC von wildtypischen oder RIG-I-defizienten Mdusen

mTBEpC wurden entweder aus wildtypischen (WT) oder RIG-I-defizienten (RIG-I7") Mausen isoliert. Die konfluenten
Zellen wurden mit CsA oder Alv (jeweils 10 uM) stimuliert, sowie der DMSO-Kontrolle. 24 Stunden nach der
Stimulation wurden die Zellen lysiert, die RNA isoliert und mittels qRT-PCR auf die mRNA-Level von mIFN-A (A,B)
untersucht. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 5 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische
Analyse wurde mittels einer One-Way ANOVA durchgefiihrt. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05.

Aus wildtypischen Mausen isolierte mTBEpC zeigten nach Stimulation mit CsA erneut die bereits
beschriebene Induktion von IFN-A (Abbildung 24A). In Zellen, die mit Alv behandelt wurden,
konnte dieselbe Tendenz, jedoch kein signifikanter Unterschied, detektiert werde. Im Gegensatz

dazu war in den mTBEpC, die aus RIG-I-defizienten Mausen isoliert wurden, weder nach einer
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CsA- noch nach einer Alv-Behandlung eine Induktion der IFN-A-mRNA detektierbar (Abbildung
24B). Diese Ergebnisse bestatigen die Erkenntnisse aus der Zelllinie Calu3, dass RIG-I essenziell

fir die IFN-A-Induktion in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Zellen ist.

4.2.4) Antivirale Aktivitat de€yclophiliAinhibitorenin mTBEpC von RIGMausen

In Abschnitt 4.1.4) wurde beschrieben, dass vor allem jene Zellen durch eine CsA/Alv-
Behandlung vor einer Infektion geschiitzt sind, die mit einer IFN-Antwort auf die Behandlung
reagieren. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese IFN-Antwort abhangig von RIG-|
ist. Daher sollte in diesem Abschnitt der Arbeit untersucht werden, ob der antivirale Effekt der

Cyclophilin-Inhibitoren ebenfalls von RIG-I abhangig ist.

Da bereits gezeigt wurde, dass die Cyclophilin-Inhibitoren verschiedene Viren inhibieren
kénnen, sollten im Folgenden mogliche Unterschiede zwischen Viren verschiedener
Virusfamilien untersucht werden. Dafiir wurden Zellen entweder mit VSV oder mit SARS-CoV-2
infiziert, welches im Gegensatz zu VSV ein positiv orientiertes RNA-Genom besitzt. Beide Viren

kénnen zudem durch die Behandlung mit CsA gehemmt werden [22, 259].

Um ein effizientes Eintreten des SARS-CoV-2 in die murinen Zellen zu gewahrleisten, wurden
diese zundchst mit dem humanen Angiotensin-konvertierenden Enzym (angiotensin converting
enzyme ACE) 2 transduziert, welches der humane Rezeptor fiir SASR-CoV-2 ist. Dies erfolgte
mittels eines nicht replizier-fahigen Adenovirus, welches fir ein rekombinantes, humanes ACE2
codiert und auf diese Weise zu einer transienten Expression des Proteins in den murinen Zellen
fihrt. Die Zellen wurden hierfiir fir eine Stunde mit dem Adenovirus inkubiert. Das Medium
wurde gewechselt und die Zellen fiir weitere vier Tage inkubiert, um eine effiziente Expression
des Rezeptors zu gewahrleisten [258]. AnschlieBend wurden die Zellen mit SARS-CoV-2 infiziert.
Nach 24 Stunden wurde die RNA aus den Zelllysaten auf die Expression des hACE2 sowie die

virale RNA analysiert.

Das humane ACE2 war in den nicht transduzierten Zellen nicht nachweisbar (Abbildung 26A). Im
Gegensatz dazu fihrte die adenovirale Transduktion zu einer effizienten Expression des
Rezeptors in den murinen Zellen. Dies spiegelt sich auch in der Infektionseffizienz wider
(Abbildung 26B). Die Infektion der transduzierten Zellen war tiber 100 Mal effizienter verglichen
mit den nicht transduzierten Zellen. Diese Ergebnisse belegen, dass die genutzte adenovirale
Transduktion zu einer Expression des humanen ACE2 sowie einer deutlich effizienteren Infektion

mit SARS-CoV-2 fiihrt.
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Abbildung 26) hACE2-Expression und SARS-CoV-2-Replikation in mTBEpC nach hACE2-Transduktion

Konfluente mTBEpC wurden mit einem nicht replizier-fahigem Adenovirus infiziert (MOl = 1000), welches fir das
hACE2 codiert, um die Zellen mit diesem zu transduzieren. 4 Tage nach der Transduktion wurden die Zellen mit SARS-
CoV-2 infiziert (MOI = 0,05). Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die RNA aus den Zelllysaten
isoliert. Mittels gRT PCR wurden die mRNA Expression des transduzierten humanen ACE2 analysiert (A). AuBerdem
wurde die Menge viraler RNA in den Zelllysaten analysiert (B). Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 6
individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Analyse erfolgte mittels eines zweiseitigen t-Test. *: p<0,05.

Als ndchstes wurde die virale RNA in transduzierten Zellen verglichen, die aus wildtypischen oder

RIG-I7- Mausen isoliert und mit DMSO oder CsA stimuliert wurden.
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Abbildung 25) SARS-CoV-2-Replikation in mTBEpC von wildtypischen oder RIG-I-defizienten Madusen

mTBEpC, die entweder von wildtypischen (WT) oder RIG-I-defizienten (RIG-I7) M&usen isoliert wurden, wurden mit
dem hACE2 wie in Abbildung 26 beschrieben transduziert und nach 4 Tagen mit SARS-CoV-2 infiziert (MOI = 0,05).
Zusatzlich wurden die Zellen mit DMSO oder CsA (10 uM) stimuliert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen
mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA isoliert. Mittels qRT-PCR-Analyse wurde die virale RNA in Relation zum Kontroll-
Gen RPS18 bestimmt. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt.
Zweiseitige t-Tests wurden verwendet, um die statistische Signifikanz zu berechnen. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01.
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Die Behandlung der wildtypischen Zellen mit CsA fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
viralen RNA im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 25A). Im Gegensatz dazu, war CsA nicht
dazu in der Lage die Infektion mit SARS-CoV-2 in RIG-I-defizienten Zellen zu inhibieren
(Abbildung 25B). Diese Tendenz konnte auch in VSV-infizierten Zellen nachgewiesen werden

(siehe Anhang, Abbildung 44).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl die IFN-A- als auch die ISG-Antwort in
CsA/Alv-behandelten Zellen abhangig von RIG-1 und MAVS ist. Dies konnte zudem in priméren
Zellen bestatigt werden, die kein RIG-I exprimieren. Darliber hinaus ist RIG-I fir die antivirale
Aktivitat von CsA in der VSV-und der SARS-CoV-2-Infektion von wesentlicher Bedeutung. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass die Behandlung von Zellen mit CsA oder Alv zu einer Aktivierung des
RIG-I/MAVS-Signalweges fiihrt, welcher wiederum zu einer Induktion von IFN-A und

konsequenterweise ISGs fiihrt, die schlieBlich einen antiviralen Status in den Zellen etablieren.

4.3) Untersuchung und Charakterisierung doppebngiger RNA als Initiator der
RIGI-abhangigen IFN/IS@&ntwort nachCyclophiliAnhibitor-Behandlung

In Abschnitt 4.2) dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der antivirale Effekt von CsA
abhangig von RIG-l ist. Dieses initiiert klassischerweise nach Detektion von doppelstrangiger (ds)
RNA eine Signalkaskade, die eine Induktion von antiviralen I1SGs zur Folge hat [338]. Dieser
Prozess wird in der Regel durch virale Infektionen ausgel6st, da es wahrend des
Replikationszykluses vieler Viren zur Bildung von dsRNA-Strukturen kommt. Allerdings konnte
bereits gezeigt werden, dass RIG-1 auch durch zelluldre dsRNA aktiviert werden kann [41, 343].
Daher sollte in diesem Teil der Arbeit die Anwesenheit von dsRNA in Cyclophilin-Inhibitor-

behandelten Zellen ndher untersucht werden.

4.31) Einfluss de€yclophilinhibitoren auf zellulare dsSRNA

Um zu analysieren, ob CsA und Alv tatsachlich auch ohne die Beteiligung einer viralen Infektion
eine Akkumulation von dsRNA ausldsen, wurden Calu3 Zellen mit DMSO, CsA oder Alv stimuliert.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen fixiert und die dsRNA wurde angefarbt.

In DMSO-behandelten Zellen konnte eine geringe Menge von dsRNA (griin) nachgewiesen
werden (Abbildung 28A). Dies bestatigt bereits veroffentlichte Studien, dass eine gewisse basale
Menge an dsRNA auch in physiologisch intakten Zellen vorliegt [59]. Die Behandlung der Zellen
mit den Cyclophilin-Inhibitoren flihrte hingegen zu einem Anstieg des dsRNA-Signals. Um diesen
Anstieg zu quantifizieren, wurden mittels der Fiji-Software die Fluoreszenzintensitaten
gemessen. Diese wurden auf interexperimentelle Schwankungen sowie auf die Zellzahl in einem

Bildausschnitt normalisiert (siehe Abschnitt 3.3.1). Hierbei war ein signifikanter Anstieg des
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dsRNA-Signals in CsA- sowie Alv-behandelten Zellen zu detektieren (Abbildung 28B). Auch dieser

Effekt war fir die Behandlung mit CsA im Vergleich zu seinem Derivat Alv starker ausgepragt.
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Abbildung 28) dsRNA in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Calu3 Zellen

(A) Auf Deckglasern ausgesate Calu3 Zellen wurden mit DMSO sowie CsA oder Alv (jeweils 10 uM) behandelt. 24
Stunden nach der Stimulation wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert. Der J2-Antikorper (1:200) wurde verwendet, um
doppelstrangige RNA (griin) anzufarben sowie DAPI (blau), um die Zellkerne anzufarben. (B) Die Fluoreszenzintensitat
wurde mittels der Software Fiji kalkuliert und anschliefen auf den jeweiligen Versuchsmittelwert sowie auf die
Zellzahl im Bildausschnitt normalisiert. Die Daten werden als Mittelwert £ SEM von 13 zufallig generierten Bildern von
n =3 individuellen Experimenten gezeigt. Eine One-Way ANOVA wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanzen
verwendet. **: p<0,01; ****: p<0,001.

Da in CsA/Alv-behandelten Caco2 Zellen kein IFN-A induziert wird und diese auch nicht vor einer
Infektion geschiitzt sind, sollte anschliefend lberpriift werden, ob es in diesen Zellen auch zu
keiner Akkumulation von dsRNA kommt. Dafiir wurden Caco2 Zellen auf Deckgldaschen ausgesat
und am nachsten Tag mit CsA, Alv oder DMSO behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
fixiert und die dsRNA mittels IFA untersucht.
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Abbildung 27) dsRNA in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Caco2 Zellen

(A) Auf Deckglasern ausgesate Calu3 Zellen wurden mit CsA oder Alv (jeweils 10 uM) sowie DMSO als Kontrolle
behandelt. 24 Stunden spater wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert. Der J2-Antikorper (1:200) wurde verwendet, um
doppelstrangige RNA (griin) anzufdrben. AuBerdem wurden die Zellkerne mittels DAPI angefarbt. (B) Die
Fluoreszenzintensitdt wurde mittels der Software Fiji kalkuliert und anschlieBen auf den jeweiligen
Versuchsmittelwert sowie auf die Zellzahl im Bildausschnitt normalisiert. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von
13 zufallig generierten Bildern von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Eine One-Way ANOVA wurde zur
Berechnung der statistischen Signifikanzen verwendet. n.s.: nicht signifikant.
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Interessanterweise fiihrte die Behandlung von Caco2 Zellen, welche nicht mit einer
IFN-A-Antwort auf eine CsA/Alv-Behandlung reagieren, zu keiner Akkumulation von dsRNA
(Abbildung 27). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass die durch CsA induzierte

dsRNA in Calu3 Zellen fiir die Induktion von IFN-A in diesen Zellen verantwortlich ist.

4.3.2) Analysanitochondrider RNAsiachCyclophilifinhibitorBehandlung

Zytosolische dsRNA, die in Zellen auftritt, die nicht Virus-infiziert sind, hat ihren Ursprung oft in
z.B. metabolisch gestressten Mitochondrien, deren Kapazitat die dsRNA intramitochondrial zu
verstoffwechseln (iberschritten wird und diese deshalb ins Zytosol gelangt [59]. Daher sollte im
Folgenden untersucht werden, ob die erh6hte Menge an zytosolischer dsRNA, die nach CsA/Alv-
Behandlung zu detektieren war, moglicherweise mitochondrialen Ursprungs war. Dazu wurden
exemplarisch die Level von zwei mitochondrialen mRNAs analysiert, die fiir die Proteine ND5
und CyB kodieren. AuBerdem wurde die isolierte RNA in einem separaten Ansatz mit RNase Il

behandelt, um mRNA von dsRNA zu unterscheiden [59].
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Abbildung 29) Mitochondriale RNA in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Calu3 Zellen

(A,D) Calu3 Zellen wurden mit CsA und Alv (jeweils 10 uM) sowie der Kontrolle DMSO stimuliert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen lysiert und die RNA isoliert. Mittels gRT-PCR wurde die Menge der beiden mitochondrialen RNAs
ND5 und CyB bestimmt. (B,C,E,F) RNA von CsA- oder Alv-behandelten Proben wurde mit RNase Ill (+) oder mit dH,0 (-)
behandelt. Anschliefend wurde die cDNA-Synthese durchgefiihrt und die RNA von ND5 und CyB analysiert. Die Daten
werden als Mittelwert £ SEM von n = 3-5 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels One-Way ANOVA (A,D) sowie zweiseitigen t-Test (B,C,E,F). n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,005.

Die Behandlung der Calu3 Zellen mit CsA fiihrte zu signifikant erhéhten Konzentrationen der
untersuchten mtRNAs (Abbildung 29A und D). Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir Alv-
behandelte Zellen nachgewiesen werden, wenngleich die Erhéhung nicht signifikant war. Wenn
die entsprechenden RNA-Proben mit RNase Il behandelt wurden, konnte eine deutliche
Reduktion dieses Effekts bis unter den Ausgangswert detektiert werden (Abbildung 29B und C
sowie E und F). Dies liegt nahe, dass es sich bei der durch CsA induzierten mtRNA tatsdchlich um
dsRNA handelt. Auch fiir die Alv-behandelten Zellen war diese Tendenz zu sehen. Vermutlich auf
Grund der geringeren Induktion der mtRNA durch Alv, ist die beobachtete Reduktion der RNA

durch den RNase llI-Verdau nicht signifikant. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Behandlung

mit CsA in der Zelle zu einer Akkumulation von dsRNA fiihrt, welche aus Mitochondrien stammt.
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4.3.3 Elektronenmikroskopische Analyse der mitochondrialen Integritat

Da die detektierte dsRNA offensichtlich von Mitochondrien freigesetzt wird [59, 146], sollte im
Folgenden die mitochondriale Integritat in CsA-behandelten Zellen mittels Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) analysiert werden. Fiir diese Untersuchungen wurden Hela Zellen

verwendet, die flir die Methode gut geeignet sind.

Um zu Uberprifen, ob Cyclophilin-Inhibitoren auch in Hela Zellen zu einer Induktion des
IFN-A-Signalweges flihren, wurden diese zunachst mit CsA, Alv oder DMSO behandelt. Nach 24

Stunden wurden die mRNA-Level von RIG-I und IFN-A mittels qRT-PCR analysiert.
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Abbildung 30) RIG-I und IFN- mRNA-Level in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Hela Zellen

Hela Zellen wurden mit CsA, Alv (jeweils 10 uM) oder DMSO als Kontrolle stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA isoliert. Die mRNA-Level von RIG-I (A) und IFN-A (B) wurden mittels qRT-
PCR analysiert. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Eine One-Way
ANOVA wurde verwendet, um die statistische Signifikanz zu berechnen. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01; ***:
p<0,005.

Hela Zellen zeigen nach CsA-Behandlung ebenfalls eine Induktion von RIG-I und IFN-A
(Abbildung 30). Demnach scheint die CsA-Behandlung in Hela Zellen einen dhnlichen Effekt zu
haben, wie in Calu3 Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten Alv-behandelte Hela Zellen keine

signifikante Induktion dieser mRNAs.

Fiir die TEM-Analyse wurden die Hela Zellen auf fiir TEM geeignete Saphir-Glaschen ausgesit,
welche zuvor mit poly-L-Lysin beschichtet wurden. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit CsA
stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fixiert, anschlieBend folgte die Vorbereitung fur

das TEM und eine negative Kontrastierung.
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Abbildung 31) TEM-Analyse der mitochondrialen Integritdt nach CsA-Behandlung

Hela Zellen, die auf poly-L-Lysin beschichtete Saphir-Gldaschen ausgesat wurden, wurden mit DMSO (A) oder CsA (B)
behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen bei RT fiir eine Stunde mit einer Mischung aus 2,5 % Glutaraldehyd
und 2 % Formaldehyd in 0,1 M Na-Kakodylat-Puffer (pH 7,2) fixiert. Nach weiteren Fixier- und Farbeschritten, wurden
die Zellen in Mehrkomponenten-Harz eingebettet und flr die Analyse mittels TEM (JEOL JEM-1400) vorbereitet. Die
Aufnahmen erfolgten bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV und mit einer TemCam-F416 Kamera. Die Bilder
zeigen reprdsentative Aufnahmen von n = 3 individuellen Experimenten. Malstab: 1:10.000.

Die Mitochondrien der DMSO-behandelten Zellen wiesen einen physiologischen Phanotyp auf
(Abbildung 31A). So sind diese langlich mit deutlich ausgebildeten geradlinigen
Membraneinstilpungen (Cristae) (rote Pfeile). Im Gegensatz dazu, konnten in CsA-behandelten
Zellen vermehrt Mitochondrien beobachtet werden, die oft abgerundet waren und eine deutlich
veranderte Struktur der Cristae aufwiesen (Abbildung 31B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,

dass die Behandlung mit CsA die Mitochondrien in einen veranderten Status versetzt.

4.4) Rolle der Autophagie in der ds@uzierten Akkumulation von dsRNA

Im néachsten Teil dieser Arbeit sollte die im Abschnitt 4.3) beschriebene Akkumulation von
veranderten Mitochondrien und mitochondrialer dsRNA genauer untersucht werden.
Mitochondrien durchlaufen unter physiologischen Bedingungen dynamische Fusions- und
Abspaltungs-Prozesse um ihre strukturelle Integritat zu wahren [50]. Dennoch kommt es vor,
dass dysfunktionale oder beschddigte Mitochondrien und damit mt dsRNA in den Zellen

vorliegen, welche dann mittels Autophagie degradiert werden, um die zelluldre Homoostase
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aufrecht zu erhalten [165, 305]. Geschieht dies nicht, kann es zu pathologischen Inflammations-
Antworten kommen [168, 295]. Da in Zellen, die mit CsA behandelt wurden, sowohl dsRNA als
auch beschadigte Mitochondrien akkumulierten, sollte im Folgenden analysiert werden,
inwiefern die Autophagie in behandelten Zellen méglicherweise gestort ist und ob es dadurch

nicht mehr zum Abbau der immunstimulatorischen dsRNA kommen kdnnte.

4.4.1) Messung der Autophaghkktivitat inCyclophiliinhibitorbehandelten Zellen

Die Analyse der Autophagie in CsA-behandelten Zellen erfolgte durch Kooperationspartner aus
dem Universitatsklinikum in Ulm. Dabei wurde die Autophagosomen-Bildung mit Hilfe eines an
GFP gekoppelten LC3B gemessen (siehe [110, 152]). Hela Zellen, die dieses markierte LC3B
exprimieren, wurden fiir 4 Stunden mit unterschiedlichen CsA-Konzentrationen und in B)
zusatzlich mit dem Autophagie-Aktivator Cloroquin behandelt und anschlieRend fixiert. Danach
wurden die Zellen permeabilisiert und das zytosolische LC3B ausgewaschen, wahrend LC3B,
welches in autophagosomale Membranen inkorporiert wurde, in den Zellen verblieb. Das
anschlieBend mittels FACS gemessene Fluoreszenzsignal gibt Aufschluss Gber die

Autophagosomen-Bildung in den behandelten Zellen.
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Abbildung 32) Autophagosomen-Bildung in CsA-behandelten Hela Zellen

Hela Zellen, die stabil ein GFP-LC3B-Konstrukt exprimieren, wurden fiir 4 Stunden mit aufsteigenden CsA-
Konzentrationen behandelt (A). Zuséatzlich wurden Zellen auBerdem mit dem Autophagie-Aktivator Cloroquin
behandelt (B). Nach 4 Stunden wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend wurde das zytosolische
LC3B ausgewaschen und die mittlere Immunfluoreszenz-Intensitat (MFI) mittels FACS gemessen. Die MFI der Kontroll-
Zellen wurden von der MFI der behandelten Zellen abgezogen, um die Veranderung der MFI darzustellen. Die Daten
werden als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Eine One-Way ANOVA wurde verwendet,
um die statistische Signifikanz zu berechnen. n.s.: nicht signifikant; ****: p<0,001.
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Die Bildung von Autophagosomen war leicht jedoch nicht signifikant reduziert in CsA-
behandelten Zellen (Abbildung 32A). Die Behandlung mit Cloroquin fiihrte erwartungsgemaR zu
einem deutlichen Anstieg der Autophagosomen-Bildung (Abbildung 32B). Die Stimulation dieser
Zellen mit CsA hingegen verringerte diese durch Cloroquin induzierte Autophagosomen-Bildung.
Dies spricht dafir, dass Autophagie-Prozesse nach CsA-Behandlung reduziert sind. Im Zuge
dieser Kooperation konnte aulRerdem gezeigt werden, dass eine CsA-Behandlung in Autophagie-
defizienten Zellen eine noch deutlich hohere Induktion von IFN-A im Vergleich zu wildtypischen
Zellen ausléste (Meier et al., in Vorbereitung). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die

CsA-Behandlung in Autophagie-Prozesse eingreift und so die Induktion von IFN-A stimuliert.

Daher sollte anschlieBend liberprift werden, ob die CsA-Behandlung auch in Calu3 Zellen einen
Einfluss auf die Autophagie hat. Um eine potenzielle Reduktion der Autophagie in diesen Zellen
nachzuweisen, wurde der Autophagie Marker p62 analysiert. p62 wird spezifisch durch
Autophagie abgebaut und dient als Marker fiir die autophagosomale Degradation in der Zelle.
Die Zellen wurden hierfiir mit CsA oder Alv stimuliert und nach 24 Stunden mittels Zelllyse-Puffer
aufgeschlossen. AnschlieRend wurden die Proteine mittels Sodium-Dodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer GroBe nach aufgetrennt und mittels
Western Blot auf eine PVDF-Membran lbertragen. Anschliefend wurden p62 und das Referenz-
Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mit Hilfe spezifischer Antikorper
angefarbt. Die Visualisierung der Protein-Menge erfolgte durch eine Chemilumineszenz-

Reaktion.
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Abbildung 33) Protein-Expression des Autophagie-Markers p62 in CsA/Alv-behandelten Zellen

Konfluente Calu3 Zellen wurden mit DMSO, CsA oder Alv (jeweils 10 uM) stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen mittels Zelllyse-Puffers lysiert und anschlieRend in Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine wurden mittels
SDS-PAGE ihrer GroRe nach aufgetrennt und nach einem Transfer auf eine PVDF-Membran mittels Western-Blot,
wurde p62 sowie das Referenz-Protein GAPDH angefdrbt. Die Messung der Protein-Menge erfolgte mittels
Chemilumineszenz. Die Bilder sind reprasentativ fir n = 4 durchgefiihrte Experimente. (B) Die Auswertung der
Messung wurde mit Hilfe der Imagel-Software durchgefiihrt. Dabei wurde das Verhéltnis von p62/GAPDH
ausgerechnet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 4 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische
Auswertung von B erfolgte mittels One-Way ANOVA. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05.
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Die Ergebnisse zeigten in CsA-behandelten Zellen eine leichte Erhdhung von p62 (Abbildung
33A). Um diesen Effekt quantitativ darzustellen, wurde mittels der Imagel Software die
Signalintensitdten ermittelt und ein Quotient von p62/GAPDH berechnet. Die behandelten
Zellen wurden anschliefend mit der DMSO-Kontrolle verglichen. Die Behandlung mit CsA, aber
nicht Alv, fihrte hier zu einer signifikanten Induktion der p62-Level (Abbildung 33B), was darauf

schlieBen lasst, dass CsA zu einer reduzierten Aktivitat der Autophagie fihrt.

4.4.2) Auswirkungles mTOmRhibitor 1 auEffekte deCyclophilidnhibitoren

Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.4.1) deuten darauf hin, dass CsA durch die Hemmung der
Autophagie einen Anstieg morphologisch veranderter Mitochondrien verursachen kdénnte. Von
diesen freigesetzte dsRNA kdnnte in Folge RIG-l-abhangig zu einer Induktion von IFNs und ISGs
fihren. Um zu analysieren, ob dieser Autophagie-inhibierende Effekt tatsachlich fir die
beschriebene IFN-Antwort verantwortlich ist, wurde im Folgenden in behandelten Zellen die
Autophagie mittels des Autophagie-Induktors Torin-1 (mTOR Inhibitor 1) aktiv induziert.
AnschlieBend wurden die bereits beschriebenen Parameter des IFN-Signalweges analysiert.
Zunachst wurden hierfiir auf Deckglaschen ausgesdte Zellen mit DMSO sowie CsA oder Alv
(jeweils 10 uM) stimuliert. Zusatzlich wurden die Zellen mit DMSO oder Torin-1 (1 uM) behandelt

und nach 24 Stunden fixiert. AnschlieBend wurde die dsRNA mittels IFA untersucht.

DMSO CsA Alv

dsRNA Signal
A)
‘l_ B) ns Ed 3+ 1 *%
'E E 0.020 -l—l
L QE oms .
§§ 0.010 I
= a . &
PN
= 0.005 L] -
T 8
' a.000
E CsA + +
* Alv E +
+ + +

Abbildung 34) dsRNA in CsA/Alv-behandelten Zellen nach Autophagie-Induktion

(A) Calu3 Zellen wurden auf Deckgldsern ausgesat und mit CsA oder Alv (jeweils 10 uM) bzw. der DMSO-Kontrolle
stimuliert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Torin-1 (1 M) oder der entsprechenden Menge DMSO behandelt. Nach
24 Stunden wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und der J2-Antikorper (1:200) wurde genutzt, um dsRNA anzufarben.
Mittels DAPI (1:50.000) wurden die Zellkerne angefdrbt. Die Bilder zeigen reprdsentative Ergebnisse von n = 3
individuellen Experimenten. (B) Die Fluoreszenz-Intensitdten wurden mittels der Fiji-Software berechnet und auf den
jeweiligen Mittelwert des Versuchs und auf die Zellen im Bildausschnitt normalisiert. Die Daten werden als Mittelwert
+ SEM von n = 15 zufélligen Bildern von drei individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels 2-Way ANOVA, wobei immer die Torin-1-behandelte Probe mit der jeweiligen Torin-1 negativen Probe
verglichen wurde. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01; ****. p<0,001.

Nach CsA- und Alv-Behandlung konnte, wie auch in Abbildung 28 beschrieben, eine Induktion
von dsRNA (griines Fluoreszenz-Signal) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet werden
(Abbildung 34A). Wenn diese Zellen zusétzlich mit Torin-1 behandelt wurden, konnte keine
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4) Ergebnisse

Induktion der dsRNA detektiert werden. Die Immunfluoreszenz-Intensitdten wurden mit Fiji
ausgewertet und die normalisierten Fluoreszenztintensitiaten berechnet. Dabei zeigte sich in
CsA-behandelten Zellen eine signifikante Reduktion der dsRNA, wenn diese zusatzlich mit Torin-
1 behandelt wurden (Abbildung 34B). Gleiches gilt fiir Alv-behandelte Zellen. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass Torin-1 die Reduktion der Autophagie durch CsA partiell aufheben kann

und damit die Akkumulation der dsRNA reduziert.

Um zu Uberprifen, ob dieser Torin-1-vermittelte Riickgang von dsRNA in CsA/Alv-behandelten
Zellen auf mitochondriale RNA zuriickzufiihren ist, wurden anschliefend die ND5- und CyB-
spezifischen mRNA-Konzentrationen analysiert. Dazu wurde die RNA aus den Zelllysaten von
Zellen isoliert, die mit CsA, Alv oder DMSO und zusatzlich mit Torin-1 oder DMSO behandelt

wurden.
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Abbildung 35) Mitochondriale RNA in CsA/Alv-behandelten Zellen nach Autophagie-Induktion

Calu3 Zellen wurden mit CsA (A,C) oder Alv (B,D) (jeweils 10 uM) stimuliert sowie DMSO als Losungsmittel-Kontrolle.
AuBerdem wurden die Zellen zusatzlich mit Torin-1 (1 M) oder der dquivalenten Menge DMSO behandelt. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA aus den Zelllysaten isoliert. Mittels qRT-PCR wurden
die RNA Level der beiden mitochondrialen Proteine ND5 und CyB gemessen. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
von n =3 individuellen Experimenten gezeigt. Ein zweiseitiger t-Test wurde verwendet, um die statistische Signifikanz
zu berechnen. n.s.: nicht signifikant; **: p<0,01.
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Die zusatzliche Stimulation mit Torin-1 fihrt in CsA-behandelten Zellen zu einer signifikant
geringeren Induktion der ND5-spezifischen RNA verglichen mit Zellen, die ausschliellich mit CsA
behandelt wurden (Abbildung 35A). Auch hier war die selbe Tendenz in Alv-behandelten Zellen
nachweisbar, allerdings konnte kein signifikanter Unterschied detektiert werden (Abbildung
35B). Auch die mRNA des anderen untersuchten mitochondrialen Proteins CyB war nach CsA-
Stimulation nicht langer induziert, wenn die Zellen gleichzeitig mit Torin-1 behandelt wurden
(Abbildung 35C). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Induktion von Autophagie durch

Torin-1 zu einem Abbau dieser dsRNA fiihrt.

Um zu Uberprifen, ob die Induktion der Autophagie auch zu einer Reduktion der in CsA-
behandelten Zellen akkumulierten Mitochondrien mit verandertem Phdnotyp fiihrt, wurden
anschlieRend Hela Zellen mit CsA (10 uM) alleine oder in Kombination mit Torin-1 (1 uM)
behandelt. Die Zellen wurden nach 24 Stunden fixiert und mittels TEM wurden die

Mitochondrien der behandelten Zellen analysiert.

Die Stimulation der Zellen mit CsA fihrte zu dem, bereits in Abbildung 31 beschriebenen,
veranderten Phanotyp der Mitochondrien. Die Behandlung der Zellen mit Torin-1 fihrte
hingegen zu keinen offensichtlichen Veranderungen der mitochondrialen Struktur. Die
zusatzliche Stimulation der CsA-behandelten Zellen mit Torin-1 fihrte jedoch zu einer
Normalisierung des Phdnotyps der Mitochondrien und es traten wieder vermehrt
Mitochondrien auf, die denen in den Kontroll-behandelten Zellen dhnelten (rote Pfeile, siehe
Abbildung 36). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Induktion der Autophagie den CsA-

vermittelten Effekt auf die Mitochondrien entgegenwirken kann.
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4) Ergebnisse

Abbildung 36) Mitochondriale Struktur in CsA- und Torin-1-behandelten Hela Zellen

Hela Zellen wurden auf poly-L-Lysin beschichtete Saphir-Glaschen ausgesat. Am nédchsten Tag wurden die Zellen mit
DMSO oder CsA (10 uM) sowie mit Torin-1 (1 uM) behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit einer Mischung
aus 2,5 % Glutaraldehyd und 2 % Formaldehyd in 0,1 M Na-Kakodylat-Puffer (pH 7,2) fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur fixiert. Nach weiteren Fixier- und Farbeschritten wurden die Zellen in einem Mehrkomponenten-
Harz eingebettet. Nach Praparation der Schnitte wurden diese bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV in
einem JEOL JEM-1400 Transmissions-Elektronenmikroskop analysiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einer TemCam-
FA16 Kamera. Die Bilder zeigen reprasentative Aufnahmen von zwei individuellen Experimenten. MaRstab: 1 uM.
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Um zu Uberprifen, ob die Induktion von Autophagie auch der IFN-A-Antwort nach CsA-
Behandlung entgegenwirkt, sollte anschliefend der hier beschriebene IFN-Signalweg untersucht
werden. Dafiir wurden zunachst mittels gRT-PCR die mRNA-Level von RIG-I und IFN-A in Calu3
Zellen quantifiziert, die mit CsA, Alv oder DMSO und zusatzlich mit Torin-1 oder DMSO behandelt

wurden.
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Abbildung 37) RIG-I und IFN-A mRNA-Level in CsA/Alv-behandelten Calu3 Zellen nach Autophagie-Induktion

Calu3 Zellen wurden wie in Abbildung 35 beschrieben behandelt. AnschlieBend wurden die mRNA-Level von RIG-|
(A,B) und IFN-A (C,D) analysiert. Die Daten werden als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt.
Mittels zweiseitigem t-Test wurde die statistische Signifikanz berechnet. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01.

In Zellen, welche mit CsA und Torin-1 behandelt wurden, war die Induktion der RIG-I
mRNA-Level durch die Cyclophilin-Inhibitoren signifikant reduziert (Abbildung 37A und B).
Sowohl in CsA- als auch in Alv-behandelten Zellen waren die mRNA-Level auf die basalen Level
reduziert. Auch die IFN-A mRNA-Level waren in Zellen, die mit CsA und Torin-1 behandelt
wurden, signifikant weniger induziert (Abbildung 37C). Allerdings wurden die Konzentrationen
nicht auf die basalen Level reduziert. Obwohl Alv-behandelte Zellen dhnliche Resultate

aufwiesen, konnte kein signifikanter Unterschied detektiert werden (Abbildung 37D).
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4) Ergebnisse

SchlieBlich sollte auch der Endpunkt der beschriebenen Signalkaskade untersucht werden,
welcher durch die Induktion von antiviralen ISGs charakterisiert wird. Daflir wurden die mRNA-
Level der bereits untersuchten ISGs in, wie in Abbildung 37) behandelten, Zellen analysiert

(MMP13; Viperin; ZBP1; CMPK?2).
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Abbildung 38) ISG-Signatur in CsA/Alv-behandelten Zellen nach Autophagie-Induktion

Die Zellen wurden wie in Abbildung 35 beschrieben behandelt. AnschlieBend wurden die mRNA-Level der ISGs
MMP13 (A), Viperin (B), ZBP1 (C), und CMPK2 (D) mittels qRT-PCR analysiert. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Analyse erfolgte mittels 2-Way ANOVA, bei welcher die
Torin-1-behandelten Proben mit den Torin-1 negativen Proben verglichen wurden. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05;
**:p<0,01.

Die Induktion der Autophagie durch Torin-1 fihrte zu einer signifikanten Reduktion der CsA-
vermittelten I1SG-Aktivierung (Abbildung 38A-D). Dies konnte fiir alle analysierten 1SGs
nachgewiesen werden, deren mRNA-Level sich in Torin-1-behandelten Zellen wieder anndhernd
dem basalen Level ndherten. Auch hier war in den Alv-behandelten Zellen eine dhnliche Tendenz

zu detektieren, die allerdings nicht statistisch signifikant war.
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Zusammenfassend fiihrte die Induktion der Autophagie mittels des Autophagie-Initiators
Torin-1 dazu, dass den, durch CsA induzierten, Prozessen entgegengewirkt wurde. Dies legt den
Schluss nahe, dass die CsA-induzierte IFN-A-Ausschiittung und die dadurch verursachte Synthese
von ISGs (iber eine Reduzierung der Autophagie bewirkt wird. Dies fiihrt zu einer Akkumulation
von dsRNA, die wiederum Uber eine Aktivierung der RIG-I/MAVS/IRF-1-Signalkaskade die

Induktion von IFNs und ISGs anstof3t.

4.5) Analyse Interferostimulierter Gene inCyclophiliAinhibitor-behandelten

Zellen und ihre Bedeutung in der Y8Kd Coronavirugnfektion

In einem dritten Teil der Doktorarbeit sollten schlieflich die Effektoren, welche die antiviralen
Eigenschaften von CsA und Alv exekutieren, namlich die ISGs, ndaher untersucht werden. Es ist
bislang unklar, ob die Induktion einer Vielzahl von ISGs fiir eine Inhibition der viraler Replikation
notwendig ist oder ob eher einige wenige ISGs spezifisch die Hemmung bestimmter Viren
bewirken [202]. In diesem Teil der Arbeit sollten exemplarisch zwei ISGs ndher untersucht
werden, die bereits in Transkriptom-Analysen von CsA-behandelten Zellen identifiziert werden
konnten. Dabei handelt es sich um die Cytidin/Uridin Monophosphat-Kinase (CMPK) 2 und das
Z-DNA bindende Protein (ZBP) 1, welche Top-Hits in der Transkriptom-Analyse waren und fur
welche zudem schon eine antivirale Aktivitdt gegen andere Viren nachgewiesen werden konnte

[130, 258, 349].
4.5.1) Effizienz der siRNA&rmittelten Depletion verschiedener ISGs

Um zu analysieren, welche Rolle die beiden ISGs wahrend der MERS-CoV- und VSV-Infektion
spielen und welchen Einfluss sie auf den antiviralen Effekt der Cyclophilin-Inhibitoren haben,
sollten siRNA-vermittelte KnockdowrExperimente durchgefiihrt werden. Dafiir wurden die
Zellen wie in 4.2.2) beschrieben mit CMPK2- und ZBP1-spezifischer siRNA transfiziert. Nach 48
Stunden wurden zunachst mittels qRT-PCR die mRNA-Level der beiden ISGs analysiert um die

Effizienz der siRNA-Transfektion zu Gberprifen.
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Abbildung 39) Effizienz des siRNA-vermittelten Knockdownsler ISGs CMPK2 und ZBP1

30-50 % konfluente Calu3 Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs sowie der nicht-komplementaren Kontroll-
SiRNA (scr) transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA wurde isoliert. Die
mRNA-Level von CMPK2 (A) und ZBP1 (B) wurden mittels gRT-PCR Uberprift. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
von n =3 individuellen Experimenten gezeigt. Ein zweiseitiger t-Test wurde verwendet fur die statistische Auswertung
der Daten. **: p<0,01; ****: p<0,001.

Die Transfektion der Zellen mit der CMPK2-spezifischen siRNA fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der CMPK2 mRNA-Level um fast 70 %, verglichen mit der Kontroll-siRNA (Abbildung
39A). Die Transfektion mit der ZBP1-spezifischen siRNA hingegen hatte keine signifikante
Reduktion der CMPK2-mRNA zur Folge. Die ZBP1 mRNA-Level waren jedoch signifikant reduziert
in Zellen, die mit der ZBP1-spezifischen siRNA transfiziert wurden (Abbildung 39B). Hier zeigte
wiederum die CMPK2-spezifische siRNA keinen Effekt auf die ZBP1-mRNA. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass die Transfektion der siRNAs zu einem spezifischen Knockdownder
gewinschten Ziel-mRNA fihrt, welcher in seiner Héhe zudem vergleichbar war mit Studien,
welche mittels siRNA die Bedeutung des ISG15 in der Hepatitis C Virus-Infektion untersuchten
[46].

4.5.2) BEnflussvon CsA/Aknduzierten ISGauf dieReplikation von VSV und MERY

Anschlieend sollte der Effekt des Knockdownsder ISGs auf die Infektion mit VSV sowie
MERS-CoV getestet werden. Daflir wurden die Zellen 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion
mit dem entsprechendem Virus infiziert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die viralen Partikel
im Uberstand sowie die virale RNA in den Zelllysaten mittels TCIDso-Assay bzw. qRT-PCR

analysiert.
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Abbildung 40) VSV- und MERS-CoV-Infektion nach siRNA-vermitteltem Knockdowrnvon CMPK2 und ZBP1

30-50 % konfluente Calu3 Zellen wurden mit den entsprechenden siRNA transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die
Zellen mit VSV (A,B) oder MERS-CoV (C,D) infiziert (MOI = 0,5 bzw. 0,1). Nach einer Stunde wurde das Inokulum
abgenommen und neues Medium zu den Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die RNA
isoliert. Die virale RNA in den Zelllysaten wurde mittels gRT-PCR analysiert (A,C). Die Uberstinde der infizierten Zellen
wurde mittels TCIDso-Assay ermittelt (B, D). Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 3-5 individuellen
Experimenten gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgt mittels One-Way ANOVA der log-normalisierten Daten, bei
welcher die Daten der spezifischen siRNAs mit der jeweiligen Kontroll-siRNA verglichen wurden. n.s.: nicht signifikant;
*: p<0,05.

Interessanterweise fiihrte die Transfektion der CMPK2 siRNA in den Zelllysaten von VSV-
infizierten Zellen zu einem signifikanten Anstieg der viralen RNA (Abbildung 40A). Dies war nicht
zu beobachten in Zellen, die mit ZBP1-spezifischer siRNA transfiziert wurden. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch bei der Analyse der infektidsen, viralen Partikel im Uberstand erhalten
werden (Abbildung 40B). Im Gegensatz dazu konnte in Zellen, die mit MERS-CoV infiziert
wurden, keine signifikante Erhohung der viralen RNA nach Transfektion mit einer der beiden
siRNAs festgestellt werden (Abbildung 40C). Auch die infektiésen, viralen Partikel im Uberstand

blieben unter diesen Bedingungen unverandert (Abbildung 40D).
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4) Ergebnisse

Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass CMPK2 ein wichtiger Restriktionsfaktor fiir die Infektion
mit VSV zu sein scheint, da die Abwesenheit dieses ISGs zu einer signifikanten Erhéhung der
viralen RNA und Titer fuhrt. AuBerdem legen diese Resultate nahe, dass einzelne ISGs von
unterschiedlicher Bedeutung fiir die Infektion mit unterschiedlichen Viren zu sein scheinen, da
der Knockdownvon CMPK2 zwar zu einem deutlichen Anstieg der VSV-Replikation fihrte, die

MERS-CoV-Infektion jedoch nicht beeinflusste.

45.3) Einfluss der siRNBehandlung auf die antivirale Aktivitat d@yclophilin

Inhibitoren

SchlieBlich sollte untersucht werden, welchen Einfluss ein Knockdownder beiden ISGs auf den
antiviralen Effekt der Cyclophilin-Inhibitoren hat. Daflir wurden Calu3 Zellen wie in 4.2.2)
beschrieben transfiziert und nach 48 Stunden infiziert. Nach einer Stunde wurde das Inokulum

abgenommen und die Zellen zuséatzlich mit CsA stimuliert.

VSV Infektion

MERS-CoV Infektion

Abbildung 41) VSV- und MERS-CoV-Infektion in CsA-behandelten Zellen nach siRNA-vermitteltem Knockdownvon
ZBP1 und CMPK2

30-50 % konfluente Calu3 Zellen wurden wie in Abbildung 40 beschrieben transfiziert und infiziert (MOl = 0,5 und 0,1
flr VSV bzw. MERS-CoV). Zusatzlich wurden die Zellen nach der Infektion mit DMSO oder CsA (10 uM) behandelt.
Nach 24 Stunden wurde die RNA isoliert und mittels gRT-PCR auf die Menge der viralen RNA untersucht (A,C). Die
Menge der infektiosen Partikel im ZellkulturGberstand wurde mittels TCIDsg-Assay ermittelt (B, D). Die Daten werden
als Mittelwert + SEM von n = 3-4 individuellen Experimenten gezeigt. 2-Way ANOVA der log-normalisierten Daten
wurde fiir die statistische Berechnung verwendet, wobei jeweils die CsA-behandelten Proben mit der DMSO-Kontrolle
verglichen wurde. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; ****: p<0,001
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Tatsdchlich war CsA nicht mehr dazu in der Lage die VSV-Replikation zu inhibieren, wenn die
Zellen zuvor mit CMPK2-siRNA transfiziert wurden, wahrend die antivirale Aktivitat in Zellen, die
mit ZBP1-spezifischer siRNA transfiziert wurden, nicht beeinflusst war (Abbildung 41A). Auch die
viralen Titer waren in CMPK2 siRNA transfizierten Zellen nicht mehr durch eine CsA-Behandlung
reduziert (Abbildung 41B). Auch hier konnte in Zellen, die mit siRNA spezifisch fur ZBP1

transfiziert wurde, keine Veranderung in der antiviralen Aktivitat von CsA detektiert werden.

Im Gegensatz dazu hemmte die Behandlung mit CsA die Vermehrung der MERS-CoV-RNA in allen
siRNA transfizierten Zellen (Abbildung 41C). Dariiber hinaus fiihrte eine Behandlung mit CsA
auch in allen siRNA-transfizierten Zellen zu einer Reduktion der infektiosen, viralen Partikel
(Abbildung 41D). Diese Ergebnisse bestdtigen weiter, dass CMPK2 ein wichtiger
Restriktionsfaktor fiir die VSV-Infektion, sowie essenziell fir den antiviralen Effekt von CsA in
der VSV-Infektion ist. Dieser Einfluss von CMPK2 auf die virale Replikation war nicht in der MERS-
CoV-Infektion nachzuweisen. Aulerdem war der antivirale Effekt von CsA gegen die MERS-CoV-
Infektion unabhangig von CMPK2. Hier scheinen andere durch CsA induzierte I1SGs oder ganzlich

andere Mechanismen eine wichtigere Rolle einzunehmen.

4.6) Arbeitsmodell

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die antivirale Aktivitdt der beiden Cyclophilin-
Inhibitoren ndher charakterisiert. Dabei konnten Unterschiede in den durch CsA/Alv-
ausgelosten Effekten in Zellen aus unterschiedlichen Bereichen der Lunge beobachtete werden
(siehe Abbildung 42). Hier zeigte sich, dass vor allem tracheobronchiale Zellen mit einer IFN-A-
Induktion auf die Behandlung reagieren, wahrend alveoldre Zellen dies nicht taten. Dies

korrelierte mit den unterschiedlichen intrazellularen Konzentrationen von IRF-1-mRNA.

Dariber hinaus wurde der molekulare Mechanismus analysiert, welcher zu einer IFN-A-Antwort
in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten Zellen fihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung mit CsA zu einer Akkumulation von mitochondrialer dsRNA fiihrt, welche die
hauptsachliche Quelle von endogener dsRNA bildet [59, 147]. Immunstimulatorische, endogene
dsRNA wird normalerweise durch Autophagie-Prozesse abgebaut, um fehlregulierte
Immunantworten auf endogene Stimulatoren zu vermeiden [168]. Tatsachlich konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass CsA die Autophagie inhibiert. Die auf diese Weise akkumulierte
mitochondriale dsRNA 16st daraufhin in den behandelten Zellen eine RIG-l-abhéngige Induktion

von IFN-A aus, welche schlieBlich zur Induktion von ISGs fuhrt.

Hierbei konnte das ISG CMPK2 erstmals als Restriktionsfaktor fir die VSV-Infektion identifiziert
werden. Eine Reduktion von CMPK2 flihrte zu einem Anstieg der viralen Replikation. Dieser

Befund wurde dadurch unterstiitzt, dass die VSV-Infektion durch die CsA-induzierte Expression
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von CMPK2 unterdriickt wurde. Im Gegensatz dazu hatte CMPK2 keinen Einfluss auf die MERS-
CoV-Infektion. Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potenzial von einzelnen ISGs, die Replikation
bestimmter Viren zu inhibieren. AuRerdem deuten sie darauf hin, dass fiir unterschiedliche Viren
verschiedene ISGs von Bedeutung sein konnten. Welches ISG oder welche Gruppe von ISGs fiir
den antiviralen Effekt von CsA gegen die MERS-CoV-Infektion verantwortlich ist, ist Gegenstand

der Untersuchungen.

Diese Ergebnisse helfen dabei den Wirkmechanismus von CsA und Alv in Bezug auf ihre Fahigkeit
IFN-A zu induzieren besser zu verstehen und verdeutlichen, dass die externe Aktivierung des

RIG-I Signalweges einen effizienten Angriffspunkt fiir antivirale Therapien darstellt.
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Abbildung 42) Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von CsA

CsA fuhrt Gber die Inhibition der Autophagie zu einer Akkumulation von dsRNA in den behandelten Zellen. Diese
stammt von beschadigten Mitochondrien, die nicht mehr Giber Autophagie abgebaut werden kdnnen und ebenfalls
akkumulieren. Die freigesetzte dsRNA fiihrt RIG-I-abhdngig zu einer Transkription, Translation und Freisetzung von
IFN-A. Dieses 16st parakrin und autokrin eine IFN-Signalgebung aus, die in der Induktion von verschiedenen ISGs
gipfelt. Von diesen sind vermutlich einzelne I1SGs fiir den antiviralen Effekt von CsA gegen verschiedene Viren
verantwortlich. Grafik generiert mit BioRender.
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5) Diskussio

5.1) Die Regulation und Rolle d&&sI/IRF1-Signalweges fir den Gsfduzierten
antiviralen Effekt in Lungenepithelzellen

In dieser Arbeit sollte die Wirkungsweise des Cyclophilin-Inhibitors Cyclosporin A (CsA) und
seines Derivates Alisporivir (Alv) genauer charakterisiert werden, um ihre antiviralen

Eigenschaften besser zu verstehen.

In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass Interferon (IFN)-A
wichtig flir den antiviralen Effekt ist, der durch die Cyclophilin-Inhibitoren ausgel6st wird [258].
IFNs werden wiederum (iber eine Signalkaskade aktiviert, die z.B. durch die Aktivierung des
Retinsdure-induzierbaren Gens | (RIG-I) initiiert wird [222, 345]. Daher wurde in dieser Arbeit
die Rolle von RIG-I und seinem nachgeschalteten Signalmolekiil, dem mitochondrialem antiviral
signalgebenden Protein (MAVS), analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die IFN-A-
Induktion durch CsA abhéngig von dem Signalweg des RIG-I ist (siehe Abbildung 22 und 23). RIG-
| ist verantwortlich fiir die Induktion der ersten Linie der antiviralen Verteidigung und fir die
Abwehr der meisten RNA-Viren konnte eine Beteiligung von RIG-I gezeigt werden [83, 124, 143,
283]. Darliber hinaus konnen auch DNA Viren (iber RIG-l-dhnliche Rezeptoren (RLRs) erkannt
werden [223, 251]. Dabei transkribiert die RNA Polymerase Il zytosolisch vorliegende virale

dsDNA in dsRNA, die anschliefend von RLRs detektiert werden kann [43].

RIG-I wird in nahezu allen Zellen von Saugetieren exprimiert, so auch in Epithelzellen des
murinen und humanen Respirationstraktes, und ist dort fiir die Abwehr von viralen Erregern von
elementarer Bedeutung. So ist die Induktion von Typ | IFN nach Influenza A Virus (IAV)-
Infektionen von RIG-I abhdngig [176]. In Epithelzellen der oberen Atemwege fiihrt zudem die
hohe basale Expression von RIG-I zu einer gesteigerten Aktivitdat der angeborenen
Immunantwort [109]. Die Beteiligung von RIG-I wdhrend einer Infektion mit dem schweren
akuten respiratorischen Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ist nicht endgiltig geklart. So
konnte einerseits gezeigt werden, dass RIG-I die SARS-CoV-2-Infektion durch einen IFN-
unabhangigen Mechanismus hemmt, in dem die Funktion der RNA-abhangigen RNA Polymerase
des Viruses gestort wird [331]. Andererseits scheint RIG-I keine Rolle in der IFN-Induktion in
SARS-CoV-2-infizierten Zellen zu spielen [334]. Vielmehr wird diese Aufgabe von dem
Melanoma-Differenzierung assoziierten Protein 5 (MDAS5) Gbernommen. Diese Studien passen
zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, dass die Infektion von RIG-I-defizienten Zellen nur
geringfligig effizienter als die der wildtypischen Zellen war, weshalb RIG-I fir die
Infektionseffizienz keine groRRe Rolle zu spielen scheint (Abbildung 25). Dennoch war CsA dazu

in der Lage die virale Replikation zwar in den wildtypischen, aber nicht in den RIG-I-defizienten
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Zellen zu inhibieren. Dies deutet auf das Potenzial von CsA hin, auch virale Infektionen zu
inhibieren, die klassischerweise nicht tGber RIG-I erkannt werden oder die Erkennung mittels

viraler Proteine inhibieren.

SchlieBlich stellte sich jedoch die Frage, wie es durch die CsA-Behandlung zu einer sogenannten
sterilen Aktivierung von RIG-I kommt, das heildt ohne das eine Infektion der Zellen vorliegt. Die
Aktivitat der RLRs wird (iber komplexe Mechanismen kontrolliert, um eine unkontrollierte oder
falschlicherweise aktivierte Immunantwort zu verhindern, die zum Beispiel zu
Interferonopathien fiihren kann [141]. Dabei sind zunachst posttranslationale Modifikationen
der RLRs selbst zu nennen. Es ist bekannt, dass vor allem unterschiedliche Ubiquitinierungen die
Aktivitat von RIG-I und MDAS sowohl positiv als auch negativ regulieren konnen [229]. So ist die
Ubiquitinierung an K172 wichtig fir die Oligomerisierung von RIG-I [85, 132]. Darliber hinaus
spielen Phosphorylierungen sowie Sumoylierungen eine regulatorische Rolle in der Aktivitat der
RLRs [119, 289]. Neben posttranslationalen Modifikation kénnen allerdings auch direkte
Protein-Interaktionen die Aktivitat von RIG-1 und MDA?S beeinflussen. So fungiert das Zink-Finger
Protein ZCCHC3 als Co-Rezeptor, der die Bindung von RIG-I an dsRNA stabilisiert und so zu einer
verstarkten Aktivierung fuhrt [172]. Eine negative Regulation ibernimmt der normalerweise in
der Autophagie beteiligte ATG5:ATG12 Komplex, der die Oligomerisierung von RIG-I und somit
die Signalweiterleitung an MAVS verhindert [138]. Allerdings hat die Autophagie auch direkt
einen Einfluss auf RIG-1, indem sie iber den Autophagie Rezeptor CCDC50 zum selektiven Abbau
von RIG-I fihrt [118]. Diese Beispiele zeigen die mannigfaltigen Prozesse zur Regulation der RIG-

I-Aktivitat auf.

Die beschriebenen Regulations-Mechanismen beeinflussen vor allem die Signalgebung von
bereits aktiviertem RIG-I. Diese Aktivierung ist jedoch initial von der Bindung von dsRNA an RIG-I
abhangig. Dies legte den Schluss nahe, dass in den CsA-behandelten Zellen endogene dsRNA
vorliegt, die zu einer Aktivierung von RIG-I fiihrt. Jedoch sollte dsRNA in nicht infizierten Zellen
unter physiologischen Bedingungen nicht im Zytosol vorliegen. Dariiber hinaus erkennt RIG-I vor
allem dsRNA-Strukturen mit einem triphosphorylierten 5'-Ende, welche typischerweise
wahrend Virus-Infektionen vorliegen [116]. Diese Mechanismen sollen die Aktivierung von RIG-|

durch endogene RNA-Strukturen verhindern.

Allerdings kann triphosphorylierte dsRNA auch im Zytosol nicht-infizierter Zellen vorliegen.
Zunachst sind alle pre-mRNAs 5’-triphosphoryliert, und die Triphosphatgruppe wird erst durch
das sogenannte RNAcapping entfernt [276]. Die Phosphatase DUSP11 (dual specificity
phosphatase 1jlkann diese Dephosphorylierung von 5°-Triphosphat-RNAs katalysieren [44].
Eine Inhibition dieser Phosphatase fiihrt zur Erkennung von 5 Triphosphat-RNAs durch RIG-1 und
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eine nachgeschaltete IFN-Induktion [343]. Auch Fehlregulationen von ADAR1, einem RNA-
Editor, kdnnen zur Detektion von endogener dsRNA lber RIG-I flihren [335]. AuRerdem kénnen
nicht kodierende RNAs, die nicht wie mRNAs gecappedwerden, 5’-triphosphoryliert vorliegen.
Diese sind normalerweise durch ihre Lokalisation (z.B. im Zellkern) oder durch enge
Interaktionen mit anderen Proteinen vor einer Erkennung durch RIG-I geschiitzt, kbnnen aber
unter Umstanden ungebunden ins Zytoplasma gelangen und dort RIG-I aktivieren [41].
SchlieBlich kann auch die schwache RIG-I-Bindung von nicht-phosphorylierter dsRNA zu einer
Aktivierung des Signalweges filhren, wenn sie in ausreichender Menge vorliegt [298]. Diese
Studien belegen, dass endogene dsRNA durchaus dazu in der Lage ist eine Aktivierung von RIG-
| zu initiieren und zeigen die Mdglichkeit auf, dass endogene dsRNA fiir die RIG-l-abhangige IFN-

A-Induktion in CsA-behandelten Zellen verantwortlich ist.

Es wurde zudem bereits beschrieben, dass die IFN-Antwort in Cyclophilin-Inhibitor-behandelten
Zellen abhangig von IRF-1 ist [258]. AuBerdem scheint IRF-1 wichtig flr die spezifische Induktion
von Typ Il IFNs zu sein [222]. Daher sollte in dieser Arbeit als nachstes die Rolle von IRF-1 fiir die
Wirkung der Cyclophilin-Inhibitoren genauer charakterisiert werden. Dabei konnte eine
unterschiedliche Expression und Regulation der mRNA-Level von IRF-1 in Zellen aus
unterschiedlichen Bereichen der murinen Lunge nachgewiesen werden (siehe Abbildung 13).
Wahrend in bronchialen Epithelzellen IRF-1 detektierbar und zudem nach CsA-Behandlung leicht
induziert war, konnte in den alveolaren Epithelzellen keine IRF-1 mRNA nachgewiesen werden.
Auch Hillyer et al. konnten bereits zeigen, dass sich die Expression von Proteinen, die fiir eine
IFN-Antwort essenziell sind, in humanen Zelllinien aus unterschiedlichen Bereichen der Lunge
unterscheiden [109]. Die bronchiale Zelllinie BEAS-2B zeigte im Vergleich zu den alveolaren A549
Zellen eine hohere basale Expression von IRFs und Interferon-stimulierter Genen (ISGs),
darunter auch RIG-I. Dies fiihrte zu einer protektiven IFN-Antwort in bronchialen Zellen,
wahrend die alveoldaren Zellen deutlich starker mit RSV infiziert waren und die negativen
IFN-Regulatoren Ubiquitin-spezifische Peptidase (USP) 18 oder den Suppressor der Zytokin-

Signalgebung (SOCS) 1 starker exprimierten.

Ein weiterer Faktor, der die IFN-Antwort in CsA-behandelten Zellen beeinflusst, war der
genetische Hintergrund, der fir die Zellisolation verwendeten Mause. In dieser Arbeit konnte in
mTBEpC von M&usen mit BALB/c-Hintergrund keine IFN-A-Induktion oder ISG-Induktion nach
CsA-Behandlung beobachtet werden (siehe Abbildung 15 und 17). Ahnliche Ergebnisse fiir diese
Mauslinien wurden bereits wahrend allergischer Reaktionen beschrieben [340]. MTBEpC, die
aus BALB/c-Mausen isoliert wurden, zeigten zudem zwar detektierbare IRF-1 mRNA-Level,
jedoch waren diese im Vergleich zu Zellen aus C57BL/6-Ma&usen nach CsA-Behandlung nicht

erhoht (siehe Abbildung 16). Dies verdeutlicht zusammen mit bereits veréffentlichten Daten
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[258], dass IRF-1 eine wichtige Rolle fiir die CsA-induzierte IFN-Antwort spielt. AuSerdem ist es
denkbar, dass die Interferon-Antwort in CsA-behandelten Zellen nicht ausschlieRRlich Giber die
Expression von IRF-1 bestimmt wird, sondern auch Uber dessen Aktivierung. Daher ist es in
fortfihrenden Arbeiten von U{bergeordneter Rolle die Aktivierung von IRF-1 in den
unterschiedlichen Zellen vergleichend zu untersuchen, um potenzielle Unterschiede in diesem

Signalweg zwischen den Zellen aus den unterschiedlichen Bereichen der Lunge festzustellen.

Die beschriebenen Ergebnisse erweitern vorangegangene Arbeiten, in denen sich die Induktion
von IFN-A zwischen den oben genannten tracheobronchialen und alveoldren Epithelzellen aus
der murinen Lunge unterschieden [206]. In der hier vorliegenden Arbeit konnten diese
Ergebnisse auch fiir die ISG-Antwort bestatigt werden (siehe Abbildung 14). So fiihrte eine
Behandlung mit CsA in den mTBEpC aber nicht in den AEpC zu einer Induktion des ISGs
Interferon-induziertes Protein mit Tetratricopeptid Wiederholungen 2 (IFIT 2). Diese Ergebnisse
sind im Einklang mit aktuellen Studien, welche die oberen Atemwege des Menschen als von
grundlegender Bedeutung fir die IFN-abhangige Bekampfung von respiratorischen Viren
beschreiben [150, 284]. Dartber hinaus flihrte in diesen Studien eine IFN-Antwort in den
unteren Atemwegen zu einer inflammatorischen Reaktion in den Alveolen und einem
fulminanteren Krankheitsverlauf von SARS-CoV-2-infizierten Patienten [284]. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass vor allem die oberen Atemwege mit einer IFN- und ISG-Antwort auf
eindringende virale Erreger reagieren, wahrend die unteren Atemwege durch eine verringerte
Immunreaktion vor entziindungsbedingten Schaden bewahrt werden sollen. Ahnliche Resultate
konnten fiir Influenza-infizierte Zellen beschrieben werden [265], in denen vor allem die
Induktion von Typ Il IFNs zu einer Immunantwort fihrte, die mit weniger inflammatorischen
Gewebeschdden einherging [109, 150, 284]. Diese Unterschiede zwischen Typ | und Typ Il IFNs
konnte auch von Galani et al. beschrieben werden [86]. Die Autoren konnten zeigen, dass IFN-A
die erste Linie der Virus-Verteidigung darstellt und zu friiheren Zeitpunkten wie Typ | IFNs
induziert wird. Dies wird damit begriindet, dass geringere Viruslasten bereits zu einer Induktion
von IFN-A fihrt, wahrend Typ | IFNs erst induziert werden, wenn die Viruslast trotz Typ lll IFNs
steigt. Dabei l6sen Typ | IFNs ausgeprdgtere Immunantworten und damit einhergehende
Gewebeschaden aus [7]. Der Grund fir die unterschiedliche Induktion der IFNs trotz ahnlicher
aktivierter PRRs bleibt bislang unklar, jedoch gibt es Hinweise auf unterschiedliche Signalwege,
die zu einer Expression von entweder Typ | oder Typ Ill IFNs fuhrt. So konnte gezeigt werden,
dass peroxisomale MAVS Uber IRF-1 vor allem zu einer Induktion von IFN-A fihrt [222]. Diese
Resultate decken sich auch mit dieser Arbeit vorausgegangenen Ergebnissen, welche zeigen
konnten, dass CsA IRF-1-abhangig vor allem Typ Il IFNs und weniger Typ | IFNs induziert und

dass IFN-A essenziell fir die antivirale Aktivitdat von CsA ist [258]. In dieser Arbeit konnte

89



ebenfalls gezeigt werden, dass von den untersuchten Zellen nur solche Zellen (Calu3 und
MTBEpC von C57BL/6-Mausen) durch die CsA-Behandlung vor einer Infektion geschiitzt waren,
die mit einer IFN-A-Induktion auf die Behandlung reagierten (siehe Abbildung 18 undAbbildung
19).

Zusammengenommen scheint CsA die gleichen RIG-l-abhdngigen Signalwege zu aktivieren, die
auch durch virale Infektionen ausgel6st werden. Dabei spiegelt es die in der aktuellen Literatur
proklamierte physiologische Reaktion auf virale Erreger in der Lunge wider. Im Einzelnen wird
vor allem im oberen Atemwegstrakt eine IFN-Antwort induziert, welche primar durch Typ Il IFNs

charakterisiert ist.

5.2) Die Rolle mitochondrialer RNA und der Autophagie der CsA/Al
vermittelten IFNA-Antwort

Mitochondriale Herkunft der dsRNA

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass es in CsA-behandelten Zellen zu einer
Akkumulation von dsRNA kommt (siehe Abbildung 28). Da endogene dsRNA ein Initiator fir eine
IFN-Antwort darstellen kann [59], sollte der Ursprung dieser dsRNA sowie ihre Rolle fiur die
IFN-Antwort in CsA-behandelten Zellen ndher analysiert werden. Tatsachlich konnte in der hier
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die durch CsA induzierte dsRNA mindestens zu einem

Teil auf mitochondriale Transkripte zurtickzufiihren ist (siehe Abbildung 29).

In der Literatur werden verschiedene Umstidnde beschrieben, unter denen zellulare
doppelstrangige RNA im Zytosol vorliegen kann. So fiihrt die Behandlung mit DNA
Methyltransferase-Inhibitoren, welche in der Onkologie zum Einsatz kommen, zu einer
Induktion einer IFN-Antwort [170], die auf dsRNA zurickzufihren ist, die von aktivierten
Transposon-Elementen oder retroviralen Genen stammt [42, 252]. Doppelstrangige RNA-
Strukturen von Transposon-Elementen werden durch einen ADAR1-vermittelten Adenosin-zu-
Inosin Austausch instabilisiert und kénnen so nicht von RLRs detektiert werden [174]. Ein
Knockdownvon ADAR1 fihrt jedoch zu einer Aktivierung der IFN-Antwort. Auch andere
fehlende oder fehlerhafte RNA-Modifikationen kénnen liber die Bildung von dsRNA zu einer IFN-
Antwort flhren [24, 36]. Neuere Studien deuten jedoch ebenfalls immer mehr auf
mitochondriale RNA als hauptsachlichen Ursprung von endogener dsRNA hin [59, 147]. So
konnten Dhir et al. zeigen, dass auch im Zytoplasma unbehandelter HelLa Zellen basale Level von
dsRNA nachweisbar sind und dass sich bis zu 99 % dieser dsRNA auf das mitochondriale Genom
zuriickfiihren lassen [59]. Darilber hinaus konnten die Autoren zeigen, dass eine Akkumulation
von mitochondrialer dsRNA zu einer pathologischen Inflammation fiihrt, die iber RIG-I-dhnliche

Rezeptoren initiiert wird. Die Bildung von mitochondrialer dsRNA ist moglich, da beide Strange
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(historisch als schwerer und leichter Strang bezeichnet) des zyklischen Genoms transkribiert
werden und entweder fir funktionelle RNAs oder mitochondriale Proteine kodieren [4]. Diese
Transkription erfolgt vollstandig fiir beide Strange, was die Bildung von doppelstrangigen RNA-
Strukturen ermoglicht [215]. Eine Akkumulation von mitochondrialer dsRNA konnte in Zellen
von Patienten mit fehlender oder defekter PNPase detektiert werden, welche normalerweise
fir die Degradation der Transkripte des leichten Strangs des mitochondrialen Genoms wichtig
ist [20]. Darliber hinaus konnten auch andere Studien die immunstimulatorischen Eigenschaften
von mitochondrialer dsRNA beschreiben [147]. Hier fUhrte diese zu einer Aktivierung der
Proteinkinase R (PKR). Zusammengenommen konnten diese Studien zeigen, dass eine
Akkumulation von endogener dsRNA im Zytosol zu immunologischen Reaktionen fiihren kann.
Dabei spielen vor allem, wie auch in der hier vorliegenden Studie, mitochondriale RNAs eine
Ubergeordnete Rolle. Ob sich auch andere dsRNAs durch eine Behandlung mit den Cyclophilin-

Inhibitoren anreichen, ist Gegenstand gegenwartiger Untersuchungen.
Autophagie als Regulator fiir die Anwesenheit von dsRNA und geschadigten Mitochondrien

Um die Ursache der Akkumulation von mitochondrialer dsRNA zu analysieren, wurde
anschlieRend die Morphologie der Mitochondrien von CsA-behandelten Zellen sowie der
Einfluss von CsA auf die Autophagie untersucht. In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass in
CsA-behandelten Zellen zum einen vermehrt beschddigte Mitochondrien auftreten (siehe
Abbildung 31) und CsA andererseits eine Autophagie-inhibierende Wirkung vermittelt (siehe
Abbildung 32 und 33). Dass diese beiden Beobachtungen in inhaltlichem Zusammenhang
stehen, konnte durch den Einsatz des Autophagie-induzierenden Torin-1 belegt werden. Dabei
blockierte Torin-1 die CsA-vermittelte Akkumulation von morphologisch verdnderten

Mitochondrien sowie die IFN-Antwort (siehe Abbildungen 34-38).

Die Anwesenheit von dsRNA und entsprechender Signalweiterleitung iber RLRs kann positive
Funktionen haben, wie zum Beispiel das ,,Virus Mimikry“, bei welchem dsRNA in Tumorzellen
eine Inflammation und die Begrenzung des Tumorwachstums bewirkt. Allerdings fihrt eine
Akkumulation von dsRNA oder gain-of-function Mutationen von RLRs im physiologischen
Kontext auch zu unerwiinschten Entziindungsreaktionen. So spielt eine Hyperaktivitdt der RLRs
eine Rolle in Autoimmunerkrankungen oder neurodegenerativen Erkrankungen [37, 141, 246].
SchlieBlich wurde nachgewiesen, dass in Patienten mit Arthrose vor allem mitochondriale dsRNA
an der Pathogenese beteiligt ist [146, 169]. In diesem Zusammenhang konnten die Autoren
zeigen, dass aktive Autophagie-Prozesse zum Abbau von beschadigten Mitochondrien und von
diesen freigesetzter dsRNA fihrt. Somit scheinen Autophagie-Prozesse wichtig zu sein fir die

Beseitigung von immunstimmulatorischer mitochondrialer dsRNA.
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In der Zelle kommt es immer wieder zur Verschmelzung und Teilung von Mitochondrien, wobei
es vorkommen kann, dass beschadigte bzw. depolarisierte Mitochondrien entstehen [305]. Ein
wichtiger Mediator der mitochondrialen Teilung ist das Dynamin assoziierte Protein 1 (dynamin
related protein Drp). Dieses wird Uber Calcineurin reguliert. Eine Fehlregulation fihrt zu
depolarisierten und geschwollenen Mitochondrien [50]. Es kdnnte deshalb sein, dass der
Calcineurin-Inhibitor CsA die Struktur von Mitochondrien beeinflusst, was auch in anderen
Studien nachgewiesen werden konnte [62]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass beschadigte
Mitochondrien mittels selektiver Autophagie eliminiert werden [165, 341]. Insgesamt scheint
der autophagosomale Abbau von beschadigten Mitochondrien mitsamt der dsRNA wichtig fur
die Kontrolle von zelluldren immunstimulatorischen RNA-Strukturen zu sein. Dies wird von
unterschiedlichen Studien belegt, welche zeigen, dass die RLR-vermittelte IFN-Induktion in
Zellen, die Autophagie-defizient sind, signifikant erhoht ist [138, 295]. Ob der Abbau der
immunstimulatorischen RNAs Gber selektive Autophagie oder durch zuféllige Autophagosomen-
Bildung stattfindet, ist unklar. Jedoch kann LC3B, das unter anderem als selektiver Autophagie-
Rezeptor (SAR) den Transport bestimmter Zielmolekiile zu den Autophagosomen mediiert, auch
RNA binden [121]. AuBerdem kann RNA tber SIDT2 direkt in Lysosomen aufgenommen werden

[2]. Dies konnte einen selektiven autophagosomalen Abbau von dsRNA im Zytosol ermdglichen.

Dariber hinaus gibt es weitere Prozesse, unabhdngig von mitochondrialer RNA, durch welche
Autophagie dazu in der Lage ist, inflammatorische Antworten zu kontrollieren. So konnte gezeigt
werden, dass die Autophagie assoziierten Proteine (Atgs) 5 und 12 die Oligomerisierung von
RIG-I verhindern [138]. Auch konnte eine direkte Rekrutierung von RIG-I und MAVS fiir den
autophagosomalen Abbau tiber CCDC50 bzw. Tetherin beschrieben werden, was zur Reduktion
der induzierten IFN-Antwort flihrte [118, 134]. Zusatzlich kann Autophagie
Entziindungsreaktionen hemmen, die durch das NLRP3 (Nod like receptor family pyrin domain
containing protein Binflammasom induziert werden [175]. Dabei fihrt der Autophagie-
Rezeptor CCDC50 zum spezifischen, autophagosomalen Abbau von NLRP3. Zusammenfassend
lasst sich festhalten, dass Autophagie eine sehr wichtige Rolle bei der Regulation von

Immunantworten spielt.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Behandlung mit CsA die Autophagie reduziert und auf
diese Weise zu einer Akkumulation von beschadigten Mitochondrien und mitochondrialer
dsRNA fiihrt. Ahnliche Ergebnisse konnten Carreira et al. zeigen [33]. Hier fiihrte die Behandlung
von Kardiozyten aus der Ratte mit CsA ebenfalls zu einem verringerten Abbau von
Mitochondrien durch Autophagie (auch als Mitophagie bezeichnet) und damit zu einer
Akkumulation von Mitochondrien. AuBerdem konnten die Autoren zeigen, dass die Reduktion

der Mitophagie durch eine CsA-bedingte Inhibition von Cyclophilin D ausgeldst wurde. Diese
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Ergebnisse deuten zusammen mit den in dieser Arbeit erhaltenen Daten darauf hin, dass CsA
mit dem autophagosomalen Abbau von Mitochondrien interferiert. Die Frage, ob CsA auch
unabhangig von seinen Autophagie-reduzierenden Eigenschaften die Morphologie von

Mitochondrien beeinflussen kann, bleibt offen und wird in zuklinftigen Versuchen adressiert.

Wie in Abschnitt 1.5) beschrieben, ist die Regulation von Autophagie ein sehr komplexer
Vorgang, bei dem viele verschieden Proteine beteiligt sind, die sich gegenseitig beeinflussen und
regulieren. Da der Autophagie-Aktivator Torin-1 spezifisch die Kinase-Aktivitdit von mTOR
inhibiert [180] und dariber hinaus dazu in der Lage war, die CsA-vermittelten Effekte zu
blockieren, wurde zundachst mTOR als moglicher Angriffspunkt von CsA in Betracht gezogen.
mTOR fuhrt durch eine Phosphorylierung zu einem inaktiven Zustand des Transkriptionsfaktors
EB (TFEB), der die Transkription von Autophagie-assoziierten Genen (Atgs) initiiert. Eine
Dephosphorylierung durch die Phosphatase Calcineurin, welche wiederum von CsA inhibiert
wird, flhrt hingegen zu einer Aktivierung von TFEB [205]. Weiterhin reduzierte eine Behandlung
mit CsA in nahrstoffdefizienten Zellen die Translokation von TFEB in den Zellkern und somit die
Aktivierung der Autophagie [205]. Dies lasst darauf schlieBen, dass CsA zum Teil Gber die
Inhibition von Calcineurin die Autophagie negativ reguliert. Dies steht im Einklang mit den in
dieser Arbeit erhaltenen Daten. So fiihrte eine Behandlung mit Torin-1 zu einer Reduktion der
CsA-vermittelten Effekte (siehe Abbildung 34-38). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese,
dass die durch CsA bedingte Inhibition von Calcineurin das Gleichgewicht in Richtung eines

phosphorylierten und damit inaktiven Zustand von TFEB verschiebt.
Autophagie in der Virus-infizierten Zelle

Zusatzlich zu der oben beschriebenen Regulation von Immunantworten, spielt Autophagie auch
in der Replikation der meisten Viren eine wichtige, oftmals ambivalente Rolle [45]. So wurde flr
Viren unterschiedlichster Virusfamilien (darunter sowohl RNA- als auch DNA-Viren) gezeigt, dass
eine pharmakologische Aktivierung der Autophagie zu einer Inhibition der viralen Replikation
fiihrt [110]. Andere Studien dagegen zeigen, dass die Replikation des humanen Influenza A Virus
(IAV) sowie des Hepatitis C Virus (HCV) flr ihre Replikation auf Autophagie-Prozesse angewiesen

sind. Hier flhrte eine Reduktion der Autophagie zu geringeren viralen Titern [98, 348]

Auch fir Viren aus der Familie Coronaviridagonnte bereits gezeigt werden, dass Autophagie
eine wichtige Rolle in der Replikation spielen kann. So fihrte eine Induktion von Autophagie
durch Aktivierung des PI3K-Komplexes zu einer signifikanten Reduktion der MERS-CoV Infektion
[89]. Auch fiir den neuesten humanpathogenen Vertreter dieser Familie, SARS-CoV-2, konnte
bestatigt werden, dass verschiedene Proteine des Viruses wahrend einer Infektion die

Autophagie unterdriicken kdnnen und eine Induktion dieses Signalweges mittels Rapamycin zur
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Reduktion der viralen Replikation fiihrt [90, 106]. Andererseits spielt auch die negative
Regulation der IFN-Antwort durch die Autophagie eine Rolle in der SARS-CoV-2-Infektion [163].
Hier flihrte eine Reduktion der Autophagie in SARS-CoV-2-infizierten Zellen zu einer verstarkten
IFN-Antwort und einer reduzierten viralen Replikation. Dieser Mechanismus ist auch fir VSV,
sowie |IAV beschrieben [138, 235]. Zudem benutzen Coronaviren bestimmte mit Autophagie
verbundene Prozesse, um die eigene Replikation zu ermoglichen. So nutzt das Coronavirus
Maus-Hepatitis Virus (MHV) von Autophagosomen stammende Membranen fir die Bildung von

Doppel-Membran Vesikeln, an denen die virale Replikation stattfinden kann [237].

Diese Studien zeigen, dass die Rolle der Autophagie wahrend viraler Infektionen vielseitig ist.
Wahrend eine Infektion mit vielen Viren zu einer Induktion der Autophagie und dem
autophagosomalen Abbau von Virusstrukturen fihrt [57], sind andere Viren abhangig von
bestimmten mit Autophagie assoziierten Prozessen, wie die negative Regulation der IFN-
Antwort. Dies fihrt dazu, dass Autophagie sowohl positive als auch negative Konsequenzen fir

eine virale Infektion haben kann.

Zusammenfassend legen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse eine Beteiligung von
autophagosomalen Prozessen wahrend der CsA-vermittelten IFN-A-Antwort nahe. Diese Daten
werden von Studien gestlitzt, welche die Autophagie als wichtigen Regulator der
Immun-Antwort beschreiben [138, 168, 175, 295]. Eine externe Aktivierung des IFN-Signalweges
durch eine Inhibition der Autophagie mittels CsA bietet daher die Mdglichkeit flir einen breiten

antiviralen Effekt durch die Induktion von IFN-A und verschiedenen ISGs.

5.3) Die Rde einzelner Csikduzerter ISGs in der MER®V und VSWfektion

Wie in Abschnitt 1.2.5) beschrieben, ist die Expression verschiedener ISGs stark reguliert und
kann sich wahrend Infektionen mit unterschiedlichen Viren deutlich unterscheiden. Dabei
konnte gezeigt werden, dass trotz der enormen Menge an Proteinen oder auch ncRNAs, die
durch IFNs reguliert werden, nur eine begrenzte Anzahl von solcher Bedeutung fiir die IFN-
Antwort sind, dass sie evolutionar konserviert sind [270]. Dies wirft die Frage auf, ob schon
einige wenige oder sogar einzelne ISGs ausreichend sind, um einen antiviralen Effekt gegen

bestimmte Viren zu etablieren.

Vor diesem Hintergrund war es ein Ziel dieser Arbeit, CsA-induzierte ISGs zu identifizieren, die
fiir dessen antiviralen Effekt von Bedeutung sein konnten. Daflir wurden die zwei ISGs ZBP1 und
CMPK2 naher analysiert, welche in vorangegangen Transkriptom-Analysen als Top-Kandidaten
in CsA-behandelten Zellen identifiziert wurden [258]. Wahrend ZBP1 vor allem inflammatorische
Reaktionen induziert [133], inhibiert CMPK2 direkt die virale Polymerase, indem ddhCTP

synthetisiert wird, welches zum Abbruch der Polymerase-Reaktion fuhrt [92, 349]. In dieser
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5) Diskussion

Arbeit konnte erstmals beschrieben werden, dass CMPK2 ein Restriktionsfaktor fiir VSV ist (siehe
Abbildung 40). Darlber hinaus war CMPK2 von elementarer Bedeutung flir den antiviralen
Effekt von CsA in VSV-infizierten Zellen (siehe Abbildung 41). Allerdings fungierte CMPK2 nicht
als Restriktionsfaktor fiir die MERS-CoV-Infektion und es war auBerdem nicht wichtig fir den
antiviralen Effekt von CsA in MERS-CoV-infizierten Zellen. Diese Ergebnisse zeigen zunachst, dass
ISGs fur den antiviralen Effekt von CsA wichtig sind. AuBerdem konnte in dieser Arbeit bestatigt
werden, dass einzelne CsA-induzierte 1ISGs von unterschiedlicher Bedeutung fir

unterschiedliche Virusinfektionen sind.

Tatsachlich konnte schon 1983 das vom Mx-Gen codierte Protein als einzelner Mediator der
antiviralen Aktivitdat von IFNs gegen das Influenza A Virus identifiziert werden [115]. Seit dem
konnten weitere einzelne ISGs identifiziert werden, deren Expression eine durch IFN-induzierte
antivirale Aktivitat etabliert. So wurde ISG 20 als wichtiger Effektor gegen Viren der Ordnung
Bunyavirales beschrieben, sowie das IFN-a-induzierbare Protein 6 (IFI6) als Effektor gegen
verschieden Flaviviren [71, 247]. Uber einzelne ISGs hinaus, konnten auch kleine Gruppen von
ISGs identifiziert werden, die eine antivirale Wirkung gegen bestimmte Viren auslésen. So
initiiert die Induktion der I1SGs RIG-I, MDA-5 und IRF-1 den antiviralen Effekt gegen das Norovirus
[51]. SchlieRlich konnten McDougal et al. kiirzlich zeigen, dass die drei ISGs IFIT1, IFIT3 und das
Zink-Finger antivirale Protein (ZAP) fiir einen Grof3teil der antiviralen Aktivitdat von IFNs in der
Infektion mit dem venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis Virus (venezuelan equine
encephalitisvirus VEEV) verantwortlich sind, obwohl sie weniger als 0,5 % der ISGs in infizierten
Zellen ausmachen [202]. Die Autoren schlussfolgern, dass nur ein begrenztes Set von ISGs
verantwortlich fur die Inhibierung eines spezifischen Virus ist und diese sich fir verschiedene
Viren unterscheiden kdnnen. Dies wird von Ergebnissen bestatigt, welche zeigen, dass das
Interferon-a-induzierbare Protein (IFI) 6 zwar wichtig in der Infektion mit verschiedenen
Flaviviren ist, aber keinen Effekt auf die Replikation von Coronaviren ausiibt [247]. Diese Studien
bekraftigen die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse, dass einzelne I1SGs von Ubergeordneter
Rolle fiir die Inhibition bestimmter Viren sein kdnnen. Ob neben CMPK2 weitere I1SGs fir den
antiviralen Effekt von CsA in der VSV-Infektion von Bedeutung sind, sowie die ldentifizierung von
CsA-induzierten Restriktionsfaktoren fiir die MERS-CoV-Infektion bedarf weiteren Analysen. Die
Identifizierung solcher Restriktionsfaktoren ermoglicht ein vertieftes Verstandnis der fir
bestimmte Viren essenziellen zelluldren Mechanismen sowie die darauf aufbauende

Entwicklung spezifischer antiviraler Medikamente.

95



5.4) Alisporivir

Neben dem Cyclophilin-Inhibitor CsA wurde in dieser Arbeit das CsA-Derivat Alisporivir (Alv)
verwendet. Dieses wurde unter anderem mit dem Ziel entwickelt die antiviralen Eigenschaften
von CsA ohne seine immunsuppressiven Effekte nutzen zu kénnen [230, 318]. Auch fir Alv
wurden IFN-A-abhédngige antivirale Effekte beschrieben [258]. In dieser Arbeit konnte bestéatigt
werden, dass eine Behandlung mit Alv dhnliche Reaktionen wie die CsA-Behandlung in den

Zellen ausloste. Allerdings war die Wirkung von Alv stets schwacher ausgepragt.

Alv war dazu in der Lage, in Calu3 Zellen und in murinen tracheobronchialen Epithelzellen
(mTBEpC) eine IFN-A- sowie eine ISG-Antwort zu induzieren (siehe Abbildung 15 und 14), sowie
die VSV-Replikation zu inhibieren. Interessanterweise fihrte die zusatzliche Stimulation mit
Torin-1 zu keiner signifikanten Reduktion der IFN-A- oder ISG-mRNA-Level in Alv-behandelten
Zellen (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38). Eine Erklarung hierfiir kénnte sein, dass Alv nach
Bindung an Cyclophilin A nicht zu einer Inhibition von Calcineurin fihrt [292] und damit die
Aktivierung von TFEB und der Autophagie nicht blockiert [303]. Dies wird dadurch bestatigt, dass
es in Alv-behandelten Zellen nicht zu einem Anstieg der p62 Protein-Menge kommt (siehe

Abbildung 33).

Moglicherweise hat Alv andere Moglichkeiten, die Akkumulation von dsRNA zu bewirken, die in
den behandelten Zellen nachgewiesen wurde (siehe Abbildung 28). Auf einen solchen
alternativen Weg deutet auch, dass die Behandlung mit Torin-1 in CsA-stimulierten Zellen keinen
vollstandigen Riickgang der IFN-A-Induktion bewirkte (siehe Abbildung 37). Hinweise darauf
bieten zwei Proteine die sowohl von CsA als auch Alv auf transkriptioneller Ebener reduziert
werden. Zum einen wird der Autophagie Rezeptor CCDC50, der zu einem selektiven
autophagosomalen Abbau von RIG-I fiihrt [118], von CsA und Alv herunterreguliert (Sauerhering
et al., nicht publiziert). Dies kdnnte zu einem verringerten Abbau von RIG-I und damit einer
verstarkten IFN-Induktion fihren. Zum anderen werden die mRNA-Level des
Intermediarfilaments Vimentin von CsA und Alv reduziert. Auch fir Vimentin gibt es Hinweise
darauf, dass es eine regulatorische Funktion in der Autophagie Ubernimmt [15]. Diese
vorlaufigen Ergebnisse legen einen TFEB-unabhangigen Einfluss der Cyclophilin-Inhibitoren auf

Autophagie-Prozesse nahe, bedirfen jedoch weiterer Untersuchungen.

Zusammengefasst stellt Alv eine Alternative fiir das immunsuppressive CsA dar. Uber die
Interaktion mit ahnlichen Prozessen wie CsA, fiihrt auch Alv zu einer antiviralen IFN-Antwort,
die allerdings weniger ausgepragt ist. Fir CsA konnte neben seinem antiviralen Effekt in der
SARS-CoV-2-Infektion zudem beschrieben werden, dass seine immunmodulatorischen

Eigenschaften einer Hyperinflammation sowie einem moglichen Zytokin-Sturm in infizierten
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5) Diskussion

Patienten entgegenwirken konnen. Dieser Effekt ware in Alv-behandelten Patienten nicht zu
erwarten. Dies konnte jedoch gleichermalen einen Vorteil gegenliber dem
immunsupprimierenden CsA bieten. So ist es denkbar, dass Alv in Patienten mit geschwachtem
Immunsystem zur Anwendung kommt oder wahrend Infektionen, die nicht mit einer
ausgepragten und pathologischen Immunantwort einhergehen [35]. In diesen kdnnte der
immunsupprimierende Effekt von CsA mit Nebenwirkungen wie z.B. Superinfektionen
einhergehen oder durch die Hemmung der adaptiven Immunantwort eine adaquate

Bekampfung der Viren verhindern.

5.5) CsA als Therapeutikum

Wahrend der SARS-CoV-2-Pandemie war die schnelle Identifizierung von Therapiemoglichkeiten
von libergeordneter Bedeutung. Daher wurden viele bereits zugelassene Medikamente auf eine
Wirksamkeit gegen eine SARS-CoV-2-Infektion getestet. Darunter auch das als
Immunsuppressivum zugelassene Cyclosporin A (NCT04492891; NCT04392531), fur welches
bereits antivirale Eigenschaften gegen verschiedene Viren in Zellkultursystemen nachgewiesen
wurden [32, 102, 281, 324]. Jedoch beschrankten sich die klinischen Studien zumeist auf die
anti-inflammatorischen Eigenschaften von CsA und der damit einhergehenden Reduktion des
Lungenschadens infizierter Patienten [16, 58]. Wahrend oben genannte Studien eine orale oder
intravenose Applikation verwenden, zeigen neuere Studien auch die Moglichkeit, CsA inhalativ
zu verabreichen [52, 217]. Dies ermoglicht eine Verabreichung in die Lunge fiir die Therapie von
respiratorischen Viren und verringert die systemischen Nebenwirkungen. Ein weiterer Vorteil
der inhalativen Gabe ist, dass CsA oral nur unvollstandig aufgenommen und im Blut schnell und
variabel abgebaut wird [239], was eine kontrollierte Behandlung erschwert. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von bronchialen, aber nicht alveoldaren murinen
Epithelzellen zu einer ISG-Antwort fiihrt (siehe Abbildung 14). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass
eine CsA-Behandlung eine Reaktion in der Lunge auslost, die der in der Literatur beschriebenen
physiologischen Reaktion auf respiratorische Pathogene dhnelt [109]. Dabei wird eine antivirale
Reaktion vor allem in den tracheobronchialen Bereichen der Lunge ausgeldst, um eine
Hyperinflammation in den sensiblen Alveolen zu vermeiden. Zusatzlich konnte bereits gezeigt
werden, dass CsA vor allem Typ Il IFNs und weniger Typ | IFNs induziert [258], was ebenfalls zu

einer weniger inflammatorischen Immunantwort fiihrt [7, 86, 190].

Dass eine durch dsRNA induzierte Immunantwort therapeutisch genutzt werden kann, konnte
zudem bereits gezeigt werden [42, 170]. In diesen Studien wurde die Bildung von dsRNA als

Nebeneffekt von Tumormedikamenten beobachtet und fiihrte dabei tber den RIG-I-Signalweg
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Zu einer anti-tumoralen Immunantwort. Daraufhin wurde die externe Stimulation dieses

Signalweges mittels RIG-I-Agonisten zur Behandlung von Brustkrebs erfolgreich getestet [66].

SchlieBlich wird die externe Gabe von Typ | IFNs als antivirale Therapie schon seit fast 40 Jahren
verwendet, vor allem zur Behandlung von viralen Leberentziindungen [114]. Mit der Entdeckung
der Typ Il IFNs wurden auch diese schlieBlich zur Behandlung von Leberentziindungen getestet
[241]. Dabei zeigten sich auch hier weniger systemische Nebenwirkungen durch die Behandlung
mit Typ Ill als mit Typ | IFNs [55, 241]. Mit dem Ausbruch des SARS-CoV-2 wurde auch die Gabe
von IFN-A in SARS-CoV-2 Patienten erfolgreich getestet [245]. Hier fiihrte vor allem eine friihe
Behandlung zu positiven Ergebnissen [284]. Allerdings geht auch die externe Gabe von Typ Il
IFNs mit inflammatorischen Nebenwirkungen einher. Im Gegensatz dazu, kdonnte eine CsA-
Behandlung eine eher physiologische und lokale Interferon-Antwort verursachen und dadurch
die IFN-induzierten Nebenwirkungen minimieren. Dieses Prinzip konnte einen Ansatzpunkt fiir
weitere antivirale oder auch antibakterielle Therapien bieten: Anstatt Patienten mit Zytokinen,
wie IFNs, zu behandeln, wird die kérpereigene Immunantwort aktiviert, um eine addquate

inflammatorische Reaktion auszuldsen.

Zusammengenommen weisen diese Studien auf das Potenzial von CsA hin, eine zielgerichtete
und anti-inflammatorische Immunantwort in der Lunge auszuldsen, die zur Inhibition von viralen
Infektionen flhrt und dabei den inflammatorischen Gewebeschaden minimiert. Dass CsA bereits
als Medikament zugelassen ist und in-vitro die Replikation von Viren verschiedener Virusfamilien
inhibieren kann, macht es zudem zu einem geeigneten Kandidaten als Notfallmedikament fir

potenziell neu auftretende respiratorische Virusinfektionen.
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6) Zusammenfassung

6) Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der antiviralen Aktivitdt des Cyclophilin-Inhibitors
Cyclosporin A und seines Derivats Alisporivir. Diese wird zu einem Teil iber eine Interferon-
regulierender Faktor 1-abhdngige Interferon-A-Induktion vermittelt und konnte bereits flr

verschiedene Viren nachgewiesen werden [192, 258].

In der vorliegenden Arbeit konnten diese Mechanismen auch fiir primdare murine
Lungenepithelzellen bestatigt werden. Es zeigte sich zudem, dass vor allem Epithelzellen des
oberen Respirationstraktes mit einer Interferon-A-Induktion auf die Behandlung mit Cyclophilin-
Inhibitoren reagierten, wahrend in alveoldren Epithelzellen keine IFN-Antwort zu detektieren
war. Weiterhin konnte eine unterschiedliche Expression des Interferon-regulierenden Faktors 1
in diesen Zellen nachgewiesen werden, welche die unterschiedliche IFN-Antwort in diesen Zellen
erklaren konnte. SchlieRlich konnte gezeigt werden, dass vor allem solche Zellen durch eine
Cyclophilin-Inhibitor-Behandlung vor Infektionen geschiitzt waren, die auf diese Behandlung mit
einer Interferon-A-Antwort reagierten. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Cyclosporin A vor
allem in Epithelzellen des oberen Respirationstraktes zu einer protektiven Interferon-A-Antwort
fihrt, welche mit der Expression des Interferon-regulierenden Faktor 1 korreliert. Diese
Reaktion entspricht der physiologischen Interferon-Antwort der humanen Lunge auf virale
Erreger, bei der insbesondere Interferon-A in bronchialen Epithelzellen fir die frihzeitige
Bekampfung viraler Infektionen wichtig ist [150, 284]. Dariber hinaus werden pro-
inflammatorische Proteine in alveoldren Epithelzellen schwacher exprimiert, um eine
inflammatorische Schadigung des empfindlichen Gewebes zu verhindern [109]. Cyclosporin A
scheint somit eine natiirliche und gewebeschonende Interferon-A-Antwort zu initiieren und ist

daher ein vielversprechender Kandidat fiir die Behandlung respiratorischer Virusinfektionen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Mechanismus, der zur Aktivierung der Interferon-
Antwort flhrt, naher untersucht, um ein besseres Verstandnis der Wirkungsweise der
Cyclophilin-Inhibitoren zu erlangen. Zunachst konnte gezeigt werden, dass das Retinsaure-
induzierbare Gen | und das mitochondriale antiviral-signalgebende Protein fiir die Cyclophilin-
Inhibitor-induzierte Interferon-Antwort verantwortlich sind. Diese Signalkaskade wird
normalerweise wahrend viraler Infektionen induziert, sobald das Retinsaure-induzierbare Gen |
virale doppelstrangige RNA erkennt [298]. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
die Behandlung von Calu3 Zellen mit den Cyclophilin-Inhibitoren zu einer Akkumulation
endogener doppelstrangiger RNA fiihrt, welche diesen Signalweg ohne virale Beteiligung
aktiviert. Dies verdeutlicht die Fahigkeit des Immunsuppressivum Cyclosporin A, eine antivirale

Signalkaskade zu induzieren, indem es eine Infektion der Zellen mit einem viralen Erreger
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imitiert. Das Ausnutzen dieses konservierten zelluldaren Signalweges kdnnte auch das breite
antivirale Spektrum von Cyclosporin A erkldaren. Weiterhin wurde in dieser Arbeit der
Mechanismus, der zu dieser Akkumulation von endogener doppelstrangiger RNA fiihrt,
entschlisselt. So konnten die doppelstrangigen RNAs als Transkripte des mitochondrialen
Genoms identifiziert werden. Diese RNAs stammen wahrscheinlich aus geschadigten
Mitochondrien, die in Cyclosporin A-behandelten Zellen vermehrt nachgewiesen werden
konnten. Tatsachlich ist mitochondriale doppelstrangige RNA dazu in der Lage eine Interferon-
Antwort zu induzieren [59]. Schlief8lich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Cyclosporin
A zu einer Reduktion der Autophagie fihrt, die unter anderem fir die Beseitigung geschadigter
Mitochondrien und immunstimulatorischer Molekile wichtig ist [146, 327]. AulRerdem wirkte
eine externe Aktivierung der Autophagie allen Cyclosporin A-induzierten Prozessen entgegen.
Diese Daten zeigen somit, dass Cyclosporin A (iber die Hemmung der Autophagie zu einer
Haufung geschadigter Mitochondrien sowie immunstimulatorischer doppelstrangiger RNA in

den Zellen fiihrt, welche von dem Retinsdure-induzierbarem Gen | erkannt wird.

Im letzten Teil dieser Arbeit sollten einzelne Interferon-stimulierte Gene auf ihre Bedeutung fir
die antivirale Aktivitdt von Cyclosporin A untersucht werden. Dazu wurden Knockdown
Experimente mit dem Z-DNA bindenden Protein 1 und der Cytidin/Uridin Monophosphat Kinase
2 durchgefiihrt. Dabei konnte Letztere erstmals als neuer Restriktionsfaktor fir die Infektion mit
dem Vesikuldren Stomatitis Virus identifiziert werden. Dariiber hinaus war sie essenziell fiir die
antivirale Aktivitat von Cyclosporin A gegen das Vesikuldre Stomatitis Virus. Im Gegensatz dazu
war dieser Effekt in der Infektion mit dem mittlerer Osten respiratorisches Syndrom Coronavirus
nicht nachweisbar. AuRerdem hatte das Z-DNA bindende Protein 1 bei keinem der beiden
untersuchten Viren einen Einfluss auf die Replikation. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Induktion von Interferon-stimulierten Genen in Cyclosporin A-behandelten Zellen essenziell fiir
dessen antivirale Aktivitat ist. AuBerdem wurde deutlich, dass schon einzelne Interferon-
stimulierte Gene fir die Restriktion bestimmter Viren wichtig sein kdnnen und sich die

Bedeutung dieser Gene in Infektionen mit verschiedenen Viren unterscheiden.

Ahnliche, wenn auch schwichere Effekte konnten fiir das Cyclosporin A-Derivat Alisporivir
bestatigt werden. Aufgrund der fehlenden immunsuppressiven Wirkung konnte Alisporivir
gegeniber Cyclosporin A potenzielle Vorteile bieten, wie zum Beispiel bei der Behandlung von
Personen mit bereits geschwachtem Immunsystem [230, 318]. Zusammenfassend haben die
Ergebnisse dieser Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Wirkungsweise von Cyclosporin A
beigetragen. Da Cyclosporin A bereits als Immunsuppressivum zugelassen ist und Uber ein
breites, antivirales Wirkungsspektrum verfiigt, stellt es eine vielversprechende Option als

Notfallmedikament gegen neu auftretende zoonotische Viruserkrankungen dar.
100



7) Summary

7) Summary

The aim of this work was to characterize the antiviral activity of the cyclophilin inhibitor
cyclosporin A and its derivative alisporivir. This activity is mediated in part by interferon-A
induction dependent on the interferon regulatory factor 1 and has already been demonstrated

for various viruses [192, 258].

In the present study, these mechanisms were also confirmed for primary murine lung epithelial
cells. It was also shown that mainly epithelial cells of the upper respiratory tract responded with
interferon-A induction to treatment with cyclophilin inhibitors, while no IFN response was
detected in alveolar epithelial cells. Furthermore, differential expression of interferon regulatory
factor 1 was detected in these cells, which could explain the different IFN response. Finally, it
was shown that especially those cells were protected from infection by cyclophilin inhibitor
treatment that responded to this treatment with an interferon-A response. These results
illustrate that cyclosporin A leads to a protective interferon-A response, particularly in epithelial
cells of the upper respiratory tract, which correlates with the expression of interferon-regulating
factor 1. This response is consistent with the physiological interferon response of the human
lung to viral pathogens, in which interferon-A in bronchial epithelial cells is particularly important
for the early control of viral infections [150, 284]. In addition, pro-inflammatory proteins are less
expressed in alveolar epithelial cells to prevent inflammatory damage to the sensitive tissue
[109]. Cyclosporin A thus appears to initiate a natural and tissue-sparing interferon-A response

and is therefore a promising candidate for the treatment of respiratory viral infections.

In the second part of this thesis, the mechanism leading to the activation of the interferon
response was investigated in more detail in order to gain a better understanding of the mode of
action of cyclophilin inhibitors. First, it was shown that the retinoic acid inducible gene | and the
mitochondrial antiviral signaling protein are responsible for the cyclophilin inhibitor induced
interferon response. This signaling cascade is normally induced during viral infections as soon as
the retinoic acid inducible gene | recognizes viral double-stranded RNA [298]. In this study, it
was shown that treatment of bronchial Calu3 cells with Cyclophilin inhibitors leads to an
accumulation of endogenous double-stranded RNA that activates this signaling pathway in the
absence of viral infection. This illustrates the ability of the immunosuppressant cyclosporin A to
induce an antiviral signaling cascade by mimicking infection of the cells with a viral pathogen.
The utilization of this conserved cellular signaling pathway could also explain the broad antiviral
spectrum of cyclosporin A. Furthermore, the mechanism leading to this accumulation of
endogenous double-stranded RNA was deciphered in this work. The double-stranded RNAs were

identified as transcripts of the mitochondrial genome. These RNAs probably originate from
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damaged mitochondria, which could be detected in increased numbers in cyclosporine A-
treated cells. Indeed, mitochondrial double-stranded RNA is able to induce an interferon
response [59]. Finally, this study showed that cyclosporin A leads to a reduction in autophagy,
which is important for the removal of damaged mitochondria and immunostimulatory
molecules [146, 327]. In addition, external activation of autophagy counteracted all cyclosporin
A induced processes. These data thus show that cyclosporin A, via the inhibition of autophagy,
leads to an accumulation of damaged mitochondria and immunostimulatory double-stranded

RNA in the cells, which is recognized by the retinoic acid inducible gene I.

In the last part of this work, individual interferon stimulated genes were to be examined for their
significance for the antiviral activity of cyclosporin A. To this end, knockdown experiments were
carried out with the Z-DNA binding protein 1 and the cytidine/uridine monophosphate kinase 2.
The latter was identified for the first time as a new restriction factor for infection with the
vesicular stomatitis virus. In addition, it was essential for the antiviral activity of cyclosporin A
against vesicular stomatitis virus. In contrast, this effect was not detectable in infection with the
Middle East respiratory syndrome coronavirus. Furthermore, Z-DNA binding protein 1 had no
effect on replication in either of the two viruses examined. These results make it clear that the
induction of interferon stimulated genes in cyclosporin A treated cells is essential for its antiviral
activity. Furthermore, it became clear that even single interferon stimulated genes can be
important for the restriction of certain viruses and that the significance of these genes differs in

infections with different viruses.

Similar, albeit weaker, effects were confirmed for the cyclosporin A derivative alisporivir. Due to
the lack of immunosuppressive effects, alisporivir could offer potential advantages over
cyclosporin A, for example in the treatment of people with already weakened immune systems
[230, 318]. In summary, the results of this work have contributed to a better understanding of
the mode of action of cyclosporin A. Since cyclosporin A is already approved as an
immunosuppressant and has a broad antiviral spectrum of activity, it represents a promising

option as an emergency drug against emerging zoonotic viral diseases.
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Abbildung 43) mIRF-1 mRNA-Level in mTBEpC isoliert aus C57BL/6 oder BABL/c Mé&usen

mTBEpC wurden aus C57BL/6 oder BALB/c Mausen isoliert. Die Zellen wurden mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA
isoliert. Die mRNA-Level von mIRF-1 wurden mittels qRT-PCR analysiert Die Daten werden als Mittelwert £ SEM von
n=3 individuellen Experimenten gezeigt. Ein zweiseitiger t-Test wurde fir die statistische Auswertung verwendet. n.s.:

nicht signifikant.
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Abbildung 44) VSV-Replikation in mTBEpC aus wildtypischen oder RIG-I-defizienten Mausen

mTBEpC aus wildtypischen (A) oder RIG-I-defizienten (B) Mausen wurden mit VSV infiziert (MOI = 0,5). Nach einer
Stunde Adsorption wurden die Zellen in frischem Medium mit DMSO oder CsA (10 uM) stimuliert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und die RNA isoliert. Die virale RNA in den Zelllysaten wurde mittels gRT-
PCR analysiert. Die Daten werden als Mittelwert + SEM von n = 2 individuellen Experimenten gezeigt.
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Abbildung 45) VSV- und MERS-CoV-Infektion in CsA-behandelten Calu3 Zellen nach Autophagie-Induktion

Calu3 Zellen wurden mit VSV (A,B) oder MERS-CoV (C,D) infiziert (MOl = 0,5 bzw. 0,1). Nach einer Stunde Adsorption
wurde das Inokulum entfernt und neues Medium zugegeben. Die Zellen wurden mit DMSO oder CsA (10 uM) und
zuséatzlich mit DMSO oder Torin-1 (1 uM) stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels RLT-Puffer lysiert und
die RNA isoliert. Die virale RNA in den Zelllysaten wurde mittels gRT-PCR ermittelt (A,C). Ein TCIDso-Assay wurde
verwendet, um die infektidsen Partikel im Uberstand der infizierten Zellen zu quantifizieren (B, D). Die Daten werden
als Mittelwert £ SEM von n = 3 individuellen Experimenten gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels 2-
Way ANOVA der log-normalisierten Daten, wobei die CsA-behandelten Proben mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle
verglichen wurde. n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ****: p<0,001.
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