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Abstract

Abstract

RNA viruses have evolved diverse strategies to re-program and exploit host cellular
functions and molecules, including cellular lipids, to ensure efficient virus replication and
production of infectious virus progeny. A conserved feature of plus-strand RNA virus
replication is the formation of membranous microenvironments (replicative organelles,
ROs) in virus-infected cells. RO formation is known to be initiated by virus-encoded
membrane-associated nonstructural proteins and involves extensive remodeling of host
cell membranes. This process is thought to involve cellular enzymes responsible for
synthesizing and modifying specific lipids.

In this study, | investigated the potential roles of specific cellular sphingolipids and
enzymes acting on sphingolipids in the replication of different coronaviruses. The data
revealed that, following infection, cellular ceramide species increase significantly,
whereas sphingomyelin  levels decreased, indicating an involvement of
sphingomyelinases that convert sphingomyelin to ceramide. To verify this, | targeted the
cellular sphingomyelinases using pharmacological and genetic approaches. | could
provide evidence that neutral sphingomyelinase 2 (nSMase2) plays an essential role in
an early phase (but not entry) of coronavirus replication in Huh-7-ACE2 cells.
Furthermore, | was able to demonstrate a colocalization of neutral sphingomyelinase 2
and ceramide, but not sphingomyelin, with both infection-induced and genetically induced
ROs. Ceramides and coronaviral ROs were found to colocalize in different cell systems
used in this study. However, in another set of experiments, | also obtained data to suggest
that the extent of specific sphingolipid deregulations and the role of nSMase2 in
coronavirus infections may vary among different infection systems, depending on the cell
type used.

Taken together, this study strongly suggests that ceramides serve as crucial lipid building
blocks in the formation of coronaviral ROs in different cell types, suggesting that inhibition
of cellular ceramide production may represent a potential antiviral strategy against
coronavirus infections. However, the mechanisms of ceramide generation or recruitment
to specific intracellular sites seem to vary depending on the cell type used and, possibly,
the baseline ceramide levels in these cell types. Further investigation is required to clarify

these variations and their biological implications.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

RNA-Viren haben verschiedene Strategien entwickelt, um wirtszellulare Funktionen und
Molekile, einschlieBlich zellularer Lipide, umzuprogrammieren und fir ihre effiziente
Replikation zu nutzen. Ein konserviertes Merkmal positivstrangiger RNA-Viren ist die
Bildung von membrandsen Mikroumgebungen (replikative Organelle, ROs) in infizierten
Zellen. Es wurde gezeigt, dass die Bildung von ROs durch virale membranassoziierte
Nichtstrukturproteine initiert wird und eine massive Umstrukturierung von
Wirtszellmembranen zur Folge hat. Vermutlich sind an diesem Prozess zahlreiche
zellulare Enzyme beteiligt, die spezifische zellulare Lipide synthetisieren und
modifizieren.

In dieser Arbeit habe ich die mégliche Rolle spezifischer zellularer Sphingolipide und
einiger an ihrem Metabolismus beteiligter Enzyme im Rahmen der Replikation
verschiedener Coronaviren untersucht. Nach der Infektion erfolgte ein Anstieg der
zellularen Ceramid-Spiegel, wahrend die Sphingomyelin-Konzentrationen abnahmen.
Dies deutete auf eine Beteiligung von Sphingomyelinasen hin, die die Umwandlung von
Sphingomyelin zu Ceramid katalysieren. Um diese Hypothese zu Uberpriifen, habe ich
die Rolle von zellularen Sphingomyelinasen in der coronaviralen Replikation mittels
pharmakologischer und genetischer Ansatze untersucht. Ich konnte nachweisen, dass
die neutrale Sphingomyelinase 2 (hnSMase?2) eine wesentliche Rolle in einer frihen Phase
der Coronavirus-Replikation (aber nicht beim Viruseintritt) in Huh-7-ACE2-Zellen spielt.
Darlber hinaus konnte ich eine Kolokalisierung der neutralen Sphingomyelinase 2 und
von Ceramiden, jedoch nicht von Sphingomyelin, mit infektionsinduzierten und
gentechnisch induzierten ROs nachweisen. Ich konnte auBerdem bestatigen, dass eine
Kolokalisierung von Ceramiden mit coronaviralen ROs in verschiedenen Zellsystemen
erfolgt. Allerdings konnte ich auch eine Zelltypabh&ngigkeit hinsichtlich der in anderen
Zelltypen beobachteten Sphingolipid-Deregulationen und der funktionellen Rolle von
nSMase2 bei Coronavirus-Infektionen feststellen.

Insgesamt unterstitzen diese Daten die Schlussfolgerung, dass Ceramide in
verschiedenen Zelltypen als wichtige Lipidbausteine bei der Bildung von coronaviralen
ROs dienen. Eine Hemmung der zellularen Ceramid-Produktion kdnnte daher als
mogliche antivirale Strategie bei der Behandlung von Coronavirus-Infektionen dienen.
Die Mechanismen der Ceramid-Erzeugung oder -Rekrutierung scheinen jedoch in
Abhéangigkeit vom verwendeten Zelltyp und mdglicherweise auch der Ceramid-
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Ausgangskonzentration in diesen Zelltypen zu variieren. Weitere Studien sind daher
erforderlich, um diese Unterschiede umfassend aufzuklaren und ihre mdglichen

biologischen Implikationen zu verstehen.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Coronaviren

1.1.1. Allgemeines

Coronaviren sind behullte Viren mit einem einzelstrangigen RNA-Genom positiver
Polaritat (+ssRNA), welche eine Vielzahl von Saugetieren und Végeln infizieren kénnen.
Die erstmalige Entdeckung von Coronaviren geht aufs Jahr 1931 zurick, in dem sie als
Verursacher einer neuartigen respiratorischen Erkrankung bei Végeln identifiziert wurden
(1). Die allgemein als Coronaviren bezeichneten Viren gehéren der Unterfamilie
Orthocoronavirinae innerhalb der Ordnung Nidovirales an (2). Die Vertreter der
Orthocoronavirinae gliedern sich in vier verschiedenen Genera: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus und Deltacoronavirus. Gemeinsame Merkmale
dieser Viren ist die Produktion von geschachtelten (eng. nested, lat. nido)
subgenomischen RNAs, eine einheitliche Genomorganisation, die Produktion von zwei
verschiedenen Polyproteinen (pp) mittels Leserasterverschiebung sowie einzigartige
Proteinfunktionen, unter anderem eine korrekiurlesende (eng. proofreading)

Exoribonuklease (3).

Coronaviren kdnnen infolge der Infektion verschiedenste respiratorische, intestinale, oder
systemische Erkrankungen verursachen (4). Es sind bislang sieben humanpathogene
Coronaviren (HCoV) bekannt, dazu z&hlen unter anderem HCoV-229E (5), HCoV-NL63
(6), HCoV-OC43 (7) und HCoV-HKU1 (8), die vornehmlich die oberen Atemwege
infizieren. Diese vier Coronaviren gelten als endemische Erkéltungsviren und rufen nur
selten schwerwiegende Symptome hervor.

Zudem sind drei weitere HCoVs erst im Laufe dieses Jahrtausends auf den Menschen
tbergesprungen und kénnen teilweise schwere Atemwegserkrankungen mit tédlichem
Verlauf hervorrufen:

(i) SARS-CoV (vom eng. severe acute respiratory syndrome coronavirus) fihrte
2002/2003 zu einer Epidemie in 29 Landern (9, 10).

(ii) Ein Jahrzehnt spater wurde der erste Fall einer Infektion mit MERS-CoV (vom eng.
Middle east respiratory syndrome virus) in Saudi-Arabien verzeichnet (11). Die
Ubertragung von MERS-CoV erfolgt fiir gewdhnlich von einem Reservoirwirt (Kamele
oder Dromedare) auf den Menschen. Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen wurden zwar
beobachtet, treten jedoch deutlich seltener auf (12). Dennoch gilt MERS-CoV als ein zu
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beobachtendes Virus, welches durch mdgliche Anpassungsmutationen bessere
Ubertragbarkeit und somit pandemisches Potential entwickeln kénnte (13).

(iii) Im Jahr 2019 wurde durch ein neu entdecktes Coronavirus, das SARS-CoV-2, eine
weltweite Pandemie ausgel6st (14). SARS-CoV-2 verursacht eine als coronavirus
disease 2019 (COVID-19) bezeichnete Erkrankung mit multiplen Symptomen (15). Seit
Beginn der Pandemie sind Uber 775 Millionen Menschen an COVID-19 erkrankt und tber

7 Million an der Krankheit verstorben (16).

In den vergangenen Jahren wurden groBe Erfolge in der Therapie von Coronavirus-
Infektionen und den daraus resultierenden Erkrankungen erreicht. So existieren
mittlerweile diverse zugelassene Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 (17). Des Weiteren
existieren mit Paxlovid und Veklury zugelassene Medikamente fir die Behandlung von
COVID-19 Patienten (18, 19). Beide Medikamente inhibieren direkt virale Proteine,
welche fur die Replikation essentiell sind. Aufgrund der hohen Fehlerrate der viralen
Polymerase wahrend des Kopiervorganges kann es jedoch zu Anpassungsmutationen
kommen, welche mit einer Medikamentenresistenz einhergehen. Solche
Anpassungsmutationen wurden sowohl far Paxlovid als auch flr Veklury beschrieben
(20, 21). Eine Alternative bieten daher antivirale Strategien, die statt viraler Proteine
Wirtszellfaktoren, die fir die Replikation des Virus bendtigt werden, als Ziel haben. Solche
Wirtszellfaktoren bleiben von Mutationen im viralen Genom weitgehend unbeeinflusst
und sind haufig fur verschiedene Vertreter einer Virusfamilie konserviert. Die Erforschung
von Viren und ihrer Wechselwirkungen mit dem Wirt ist und bleibt daher von groBer

Wichtigkeit fir potenzielle neue Therapiemdglichkeiten.

1.1.2. Aufbau des Virions und des Genoms

Das Virion der Coronaviren hat eine annahrend kugelférmige Gestalt und hat einen
Durchmesser zwischen 50 und 200 nm (22). AuBen besteht das Virion aus einer
Lipidschicht, in welche drei virale Strukturproteine integriert sind: das Spike-Protein (S-
Protein), das Hiill-Protein (engl. envelope protein, E-Protein) und das Membran-Protein
(M-Protein) (Abbildung 1).

Das S-Protein vermittelt den Eintritt des Virions durch Bindung an den Eintrittsrezeptor,
gefolgt von Rezeptor-vermittelter Endozytose oder direkter Fusion des Virions mit der
Zellmembran des Wirtes (23).

Das M-Protein und E-Protein sind essentiell fir die Assemblierung neuer Viruspartikel,
Koexpression beider Proteine induziert die Bildung von viruséhnlichen Partikeln (24).
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Innerhalb des Virions befindet sich ein weiteres Strukturprotein, das Nukleokapsid-
Protein (N-Protein). Hauptaufgabe dieses Protein ist die Verpackung der RNA als
Ribonukleoprotein.

Vertreter des Subgenus Embecovirus der Betacoronaviren enthalt Viren, welche
zusatzlich zu den bereits erwdhnten vier Strukturproteinen noch ein weiteres
Strukturprotein, eine Hamagglutinin-Esterase (HE), produzieren. Die HE dient der
Spaltung von 9-O-acetylierter Sialinsaure, die als Rezeptor fir die Viren dient, und
erleichtert so die Freisetzung von neugebildeten Virionen (25).

Spike protein (S)

Nucleocapsid
protein (N)

Membrane protein (M)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Coronavirus. Entnommen und modifiziert
von https://viralzone.expasy.org/766?outline=all_by_species (SwissBioPics), lizensiert durch Creative
Commons-Lizenz (CC BY 4.0) https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Das Genom von Coronaviren ist einzelstrangig und von positiver Polaritat und zwischen
26 und 32 kb groB3 (26). Das Genom ist am 3"-Ende polyadenyliert und am 5-Ende mit
einer Cap-Struktur ausgestattet (27, 28). Dies hat zur Folge, dass die genomische RNA
direkt nach Einbringen in die Zelle translatiert werden kann. Das Genom von Coronaviren
enthdlt am 5°- und 3"-Ende untranslatierte Regionen (UTR), welche in-cis-wirkende RNA-
Sekundarstrukturen bilden (29). Ein GroBteil des Genoms bildet von der 5"-UTR startend
zwei groBe, sich Uberlappende offene Leserahmen (eng. open reading frame, ORF).
Diese als ORF1a und ORF1b bezeichneten ORFs codieren flr zwei pp, pp1a und pp1ab.
Der ndher am 5°-Ende (upstream) liegende ORF1b codiert dabei fir das pp1a, wahrend
das pplab durch das Ablesen von sowohl ORF1a als auch ORF1b gebildet wird.
Grundlage hierfir ist eine ribosomale Leserasterverschiebung (ribosomal frame shiff)
(30).
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Nach ORF1a und ORF1b folgen Richtung 3"-Ende (downstream) weitere Gene, die flr
die Strukturproteine sowie verschiedene akzessorische Proteine, deren Anzahl bei
unterschiedlichen Coronavirus-Spezies variiert (31). Die Biosynthese dieser Proteine
erfolgt wird durch die Produktion von subgenomischen mRNAs (sgmRNAs) vermittelt.
Eine detaillierte Beschreibung des Ablaufs der Synthese von sgmRNAs findet sich

beispielsweise in einem Artikel von Sawicki et al. (32).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Genoms von HCoV-229E.

1.1.3. Der Replikationszyklus von Coronaviren

Der erste Schritt im Replikationszyklus eines Coronavirus ist die Bindung des S-Proteins
an einen zellularen Rezeptor an der Zelloberflache. Verschiedene Coronavirus-Spezies
verwenden dabei unterschiedliche Rezeptoren (33). HCoV-229E verwendet
beispielsweise die Aminopeptidase N (APN, auch: CD13) (34), MERS-CoV die
Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) (35) und SARS-CoV sowie SARS-CoV-2 das Angiotensin-
konvertierende Enzym 2 (ACE2) (36, 37). Der Eintritt in die Wirtszelle erfolgt nach
Bindung des Rezeptors entweder Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose oder Uber
direkte Fusion der Virushulle mit der Zellmembran (38). Nach Fusion der Virushulle mit
der zellularen Membran wird dann das Genom ins Zytosol freigesetzt.

Nach Freisetzung des Genoms erfolgt die Translation von pp1a und zu geringerem Anteil
von pplab. Diese pp enthalten bis zu 16 Nicht-Strukturproteine (nsps), die fir die
Replikation des viralen Genoms essentiell sind. Die Freisetzung der nsps erfolgt durch
die in den pp enthaltenen Proteasen. Die Hauptprotease von Coronaviren ist die 3CLP™
in nsp5, welche an 11 hoch konservierten Stellen im pp schneidet und zur Freisetzung
von nsp5-16 fuhrt (39, 40). Die sich am N-Terminus des pp befindenden nsps werden
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von ein oder zwei (abhangig von der jeweiligen Coronavirus-Spezies) Papain-ahnlichen
Proteasen (PLP™) in nsp3 prozessiert (41).

Die freigesetzten nsps haben verschiedene Funktionen im Replikationszyklus von
Coronaviren. Dazu gehoéren unter anderem: (i) die Bildung des Replikations-/
Transkriptionskomplexes (RTC) (42), (ii) die Bildung einer Cap-Struktur am 5°-Ende des
Genoms und der sgmRNAs zum Schutz vor zellularen Exoribonukleasen (43), (iii) die
Unterdriickung der Immunantwort (44-46). Ein essentieller nsp-vermittelter Schritt ist die
Bildung von sogenannten membrandsen replikativen Organellen (ROs), welche von allen
bekannten +ssRNA-Viren gebildet werden (47). Die Bildung coronaviraler ROs wird durch
nsp3 und nsp4 vermittelt (48-50), wobei eine unterstitzende Rolle von nsp6 diskutiert
wird (49, 51).

Nach Synthese der coronaviralen Strukturproteine und neuer genomischer RNAs findet
der Zusammenbau neuer infektibser Viren im sogenannten ER-Golgi-
Intermediarkompartiment (ERGIC) statt (52). Die Membranen des ERGIC dienen dabei
als Quelle der Virushille und die neu gebildeten Virionen knospen in das Lumen des
ERGICs (53). AnschlieBend erfolgt der Austritt (eng. egress) des Virus durch Exozytose,
wobei verschiedene Mechanismen diskutiert werden (54). Samtliche hier aufgefihrten
Schritte und der Ablauf des coronaviralen Replikationszyklus kénnen in schematischer

Form der Abbildung 3 enthommen werden.



Einleitung

Endosomal entry Cell surface entry

E2 ! M:lrlnllsrane ﬂ_"?'___‘——:_;——_gh_‘\_%
_ e -
//
g = l
=

“““Endosome ( )
Uncoating e "
of viral RNA Sty
%%} Golgi
/ apparatus \

+ss genomic RNA LT ER
5 "i\:y 4
ORFla s9

-

ORF1b L

. Z
Translation gRNA 5'e
& N

Polyprotein e
Viral RNA ,Y”) 5. ‘M
replication @w 5 S

® @ @& B B @ @ S — S T sgRNAs
16 non-structural proteins dsRNA \-@ C\ _

Abbildung 3: Ubersicht iiber den Replikationszyklus von Coronaviren am Beispiel von SARS-CoV-2.
Enthnommen aus (55). lizensiert durch  Creative  Commons-Lizenz (CC BY 4.0)

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

1.2. Virus-induzierte replikative Organelle

Ein wesentlicher Schritt im Replikationszyklus von +ssRNA-Viren ist die massive
Umstrukturierung von Wirtszellmembranen zur Bildung von viralen ROs (56, 57). Diese
sind Standort der Replikations- und Transkriptionsmaschinerie und werden
typischerweise nach der Translation der viralen nsps gebildet. Die Bildung dieser
Organelle ist aus zwei Grinden vorteilhaft fir das Virus: (i) es findet eine
Kompartimentierung der Replikations- und Transkriptionsmaschinerie innerhalb der Zelle

statt, wodurch die bendtigten viralen und zelluldren Faktoren konzentriert vorliegen,
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(i) sie sorgt fUr eine rdumliche Abtrennung der viralen Replikation und Transkription und
bietet hierdurch einen Schutz vor der Immunerkennung durch die Wirtszelle. Das virale
RNA-Genom liegt wahrend Replikation und Transkription als Doppelstrang-RNA (dsRNA)
vor und wirde somit ohne die angesprochene raumliche Abtrennung durch sogenannte
Jpattern recognition receptors“ wie MDA5 und RIG-I erkannt werden, was den Abbau
viraler dsRNA-Intermediate und eine allgemeine Aktivierung der angeborenen
Immunantwort der Zelle zur Folge hatte (58).

Die Bildung von viralen ROs ist nachgewiesenermafen essentiell fiir +ssRNA Viren (59,
60). Molekile, die die Bildung von ROs hemmen kdnnen, sind daher vielversprechende

Kandidaten flr eine antivirale Therapie.

Die Morphologie und die Lokalisation der ROs unterscheiden sich dabei zwischen den
verschiedenen Virusfamilien (56). Einen Uberblick der induzierten RO-Strukturen bietet
Abbildung 4. Das Flock-House-Virus(Familie Nodaviridae) bildet beispielsweise Vesikel
innerhalb von Mitochondrien (61). Das Rételnvirus (Familie Matonaviridae) bildet
sogenannte zytopathische Vakuolen, die mit dem Golgi-Komplex und Mitochondrien
verbunden sind (62). Viren der Familie Togaviridae bilden invaginierte Vesikel, die
entweder mit zytopathischen Vakuolen assoziiert sind (im Falle von Semiliki-Forest-Virus
oder Sindbis-Virus) (63) oder sich an der Plasmamembran befinden (Chikungunya-Virus)
(64). Weitere typische Strukturen, die von mehreren Virusfamilien gebildet werden, sind
die sogenannten Doppelmembranvesikel (DMV). Auch die Vertreter der Ordnung
Nidovirales, inklusive der in dieser Arbeit untersuchten Coronaviren, bilden DMVs im
Verlaufe der Infektion (47). Auf diese Eigenschaft wird im nachfolgenden Kapitel genauer

eingegangen.
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Abbildung 4: Ubersicht iiber Membranstrukturen, welche in Zellen nach Infektion mit +ssRNA-Viren
gebildet werden. Bei den Darstellungen handelt es sich um 3D-Rekonstruktionen von
elektronenmikroskopischen ~ Tomogrammen  (ET) der ROs verschiedener  +ssRNA-Viren:
(A) Flock-House-Virus, (B) Chikungunya-Virus, (C) Dengue-Virus (DENV), (D) Zika-Virus (ZIKV), (E)
mouse hepatitis virus (MHV) und (F) MERS-CoV. Entnommen aus (65), lizensiert durch Creative
Commons-Lizenz (CC BY-NC-ND) https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/.

1.2.1. Coronavirus-induzierte replikative Organelle

Alpha- und Betacoronaviren bilden im Laufe der Infektion DMVs mit einem Durchmesser
zwischen 200 und 300 nm (48, 66). Die Bildung von DMVs findet unmittelbar nach der
proteolytischen Prozessierung der nsps und somit zu einem relativ frihen Zeitpunkt im
Infektionszyklus statt. DMVs sind an ihrer duBeren Membran mit Ribosomen dekoriert
und sind untereinander und mit dem ER Uber sogenannte ,convoluted membranes® (CM)
verbunden (67).
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Abbildung 5: Uberblick iiber die von Coronaviren gebildeten Strukturen, die Teil der ROs sind. (A)
Schematische Darstellung vom retikulovesikularen Netzwerk, welches aus den Ribosomen-besetzten
DMVs besteht, die miteinander und dem ER Uber CMs verbunden sind. (B) Aufnahme von MERS-CoV-
induzierten ROs mittels Elektronentomographie. Entnommen aus (55) und (68), lizensiert durch Creative
Commons-Lizenz (CC BY 4.0) https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Fir Gamma- und Deltacoronaviren wurden zwar auch DMVs in infizierten Zellen
beschrieben, diese liegen jedoch vermutlich isoliert und nicht iber CMs verbunden vor
(69, 70). Stattdessen wurden (zusatzlich zu den DMVs) noch sogenanntes ,.zippered“ER
(zER) und darin invaginierte Doppelmembran-Spherulen (DMS) gefunden.

Es lasst sich festhalten, dass bereits zwischen den Genera der verschiedenen
Orthocoronavirinae Unterschiede hinsichtlich der induzierten
Membranumstrukturierungen beschrieben wurden. Da in dieser Arbeit ausschlieBlich
HCoVs betrachtet werden, liegt der Fokus im Folgenden auf den von Alpha- und

Betacoronaviren gebildeten Strukturen.

Flr das Equine Arteritis-Virus (EAV), also fir einen nahen Verwandten der Coronaviren
aus der Familie der Arteriviridae (Ordnung Nidovirales), wurde ebenfalls die Produktion
von DMVs als Hauptbestandteil der ROs im Laufe der Infektion gezeigt (71).

9
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Interessanterweise wurde in einer Studie beschrieben, dass die Expression von nur zwei
Transmembranproteinen von EAV, nsp 2 und nsp3, fir die Bildung von RO-&hnlichen
Strukturen in Zellen ausreichend ist.

Dieses artifizielle System wurde spater auch fiir Betacoronaviren etabliert. Die den EAV-
Proteinen nsp2 und nsp3 entsprechenden Transmembranproteine sind bei Coronaviren
nsp3 und nsp4. Die Expression dieser nsps (koexprimiert oder als Fusionsprotein
vorliegend) ist ausreichend, um die Bildung von ROs zu induzieren (48, 50). Es wurde in
den zitierten Publikationen auBerdem gezeigt, dass das nsp3-4-Fusionsprotein durch die
PLP™ von nsp3 prozessiert wird und dass dieser Schritt essentiell fir die Bildung von ROs
ist.

Fir Betacoronaviren wurden zwei Transmembrandoménen (TMs) in nsp3 und vier TMs
in nsp4 beschrieben (72-74). Far die Interaktion von nsp3 mit nsp4 wird nur der
C-terminale Abschnitt von nsp3 mit den beiden TMs und die dazwischenliegende 3Ecto-
Domane benétigt (75, 76). Fur nsp4 wurde gezeigt, dass die Ladung und Glykosylierung
bestimmter Bereiche des Proteins essentiell fir die Interaktion mit nsp3 ist (76-78). Bei
Betacoronaviren fihrt diese Interaktion (neben den daraus resultierenden
Membranumstrukturierungen) auch zur Bildung eines Porenkomplexes innerhalb der
Membranen der DMVs (79, 80). Die Funktion des Porenkomplexes ist mutmaBlich der
Export von neusynthetisierter viraler RNA und/oder weiterer Faktoren ins Zytosol, wo
dann die Ribosomen-vermittelte Translation stattfindet.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein weiteres nsp, nsp6, eine wichtige Rolle in
der Bildung von Coronavirus-induzierten ROs spielt, jedoch nicht essentiell flr deren
Bildung ist (51).

10
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der durch nsp3-4-Interaktionen vermittelten

Membranveranderungen, die zur Bildung von RO fiihren. (A) Topologie und Aufbau von nsp3 und
nsp4 von HCoV-229E, inklusive der in nsp3 enthaltenen Domé&nen (Ubl: Ubiquitin-ahnliche Doméane, HVR:
Hypervariable Region, PL1r und PL2r: Papain-ahnliche Proteasen (1 und 2), MacD: Macrodoméne). Die
Topologie der TMs basiert dabei auf den fiir Betacoronaviren beschriebenen Modellen. In rot ist auBerdem
die Schnittstelle zwischen nsp3 und nsp4 markiert. (B) Modell der durch nsp3-4-Interaktion vermittelten
Bildung von zER-Strukturen. Aus diesen ER-Doppelmembranen entstehen anschlieBend ROs durch einen
noch nicht vollends verstandenen Mechanismus. Basierend auf (75).

1.2.2. Rolle von zellularen Proteinen in der Bildung von replikativen
Organellen

Eine Vielzahl von Interaktionspartnern von nsp3 und nsp4 wurden in den letzten Jahren
durch Immunpréazipitationsexperimente oder sogenannte ,BiolD-proximity-labeling“-
Technologien identifiziert (81-89). Durch genetische Ansatze wie CRISPR-Cas-Screens
konnten ebenfalls Wirtszellproteine gefunden werden, die vermutlich als wesentliche
Faktoren an der RO-Bildung von Coronaviren beteiligt sind (90-99). Im nachfolgenden
Abschnitt wird auf eine Auswahl an Wirtszellfaktoren mit potentieller Bedeutung fir die
RO-Bildung von Coronaviren eingegangen.

11
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(i) ER-standige Reticulon-Proteine (RTN) spielen eine wichtige Rolle in der
Vesikelbildung und Membranmorphogenese (100). RTN-Proteine sind fir die
Membranverédnderungen wahrend der RO-Bildung von Flaviviren (101), Enteroviren
(102) und SARS-CoV-2 (103) notwendig.

(i) Der REEP5-TRAM1-Komplex ist ebenfalls beteiligt, wobei REEP5 essentiell fur die
Induktion von Krimmungen in ER-Tubuli ist (104) und fir TRAM1 eine Rolle in der
Translokation von Proteinen im ER beschrieben wurde (105). Fir diesen Komplex wurde
eine Interaktion mit nsp3 von SARS-CoV-2 beschrieben sowie eine Rolle in SARS-CoV-
2-induzierten Membranveranderungen (85).

(iii) Weiterhin sind die beiden Lipid-Scramblasen TMEM41B und VMP1 beteiligt, welche
die Lipidverteilung in Membranen regulieren und flir die Verbindung von Membranen
zwischen verschiedenen Organellen verantwortlich sind (106). Es wurde nachgewiesen,
dass TMEM41B und VMP1 essentiell fir die Bildung von ROs bei Betacoronaviren sind
(107). Eine Abhéangigkeit von VMP1 und insbesondere TMEM41B wurde auch flr eine
Reihe weiterer Coronaviren und Flaviviren gezeigt (95, 96, 108, 109).

(iv) Funktionen von Proteinen der LC3-Familie in der RO-Bildung wurden fir mehrere
Vertreter der Nidoviren intensiver untersucht. LC3-Proteine sind von zentraler Bedeutung
fir die Bildung von Autophagosomen und sogenannten EDEMosomen und somit flr
zellulare Abbauprozesse essentiell (110, 111). Es wurde gezeigt, dass LC3 mit ROs von
Arteriviren und Coronaviren kolokalisieren, auch wenn die Datenlage zum Tell
widersprichlich ist und speziesabhangige Unterschiede zu existieren scheinen (112-
116).

1.2.3. Rolle von zellularen Lipiden in der Bildung von replikativen
Organellen

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Bildung von viralen ROs sind Wirtszelllipide, die als
Grundbaustein fir die RO-Bildung dienen. Nach aktuellem Versténdnis entstehen ROs
aus Membranen des ERs, jedoch werden auch spezifische Lipide und Enzyme des
Lipidstoffwechsels fiir die RO-Bildung benétigt (117-120).

Grundbausteine aller Lipide sind Fettsauren, die bei der zellularen Lipogenese gebildet
werden. Die Inhibition der Fettsaure-Synthase, eines zentralen Enzyms der Lipogenese,
resultiert in einer verringerten Replikation von Coronaviren (121-123). Lipidtrépfchen
(eng. lipid droplets, LD) sind Organellen, welche unter anderem als Speicher fir

Fettsduren in Form von Triacylglyceriden dienen. Es wurde flr eine Vielzahl von RO-
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bildenden Viren beschrieben, dass LDs mit den virus-induzierten ROs assoziiert sind
(124). AuBerdem wird vermutet, dass durch die beschriebene Verbindung von LDs und
coronaviralen ROs ein Lipidtransfer stattfindet, wobei die dadurch transportierten Lipide
entweder als Energielieferant fir die Replikation oder als Baustein der ROs dienen
kénnten (51, 125, 126).

An der Bildung von viralen ROs sind viele weitere Lipidklassen beteiligt. Nachfolgend wird
eine Auswahl von Lipidklassen mit Bedeutung fir virale RO-Bildung gegeben, mit einem
besonderen Fokus auf Coronaviren:

(i) Die Bildung von Phosphatidylinositolen, insbesondere von Phosphatidylinositol-3-
Phosphat (PI3P), wird von SARS-CoV-2 (sowie vom Hepatitis-C-Virus (HCV)) in
infizierten Zellen stimuliert (50). Es wurde nachgewiesen, dass die Replikation von
SARS-CoV-2 und dem Infektiésen Bronchitis-Virus infolge der Hemmung von VPS34,
einer Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), und der dadurch sinkenden intrazellularen
PI3P-Spiegel inhibiert wird (116, 123). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Inhibierung von
VPS34 zu einer fast vollstandigen Hemmung der Bildung von coronaviralen ROs in
SARS-CoV-2-nsp3-4-transfizierten Zellen fiihrt, was auf eine zentrale Rolle von PI3P in
der Bildung der ROs hindeutet (50)

(i) Es wurde gezeigt, dass die Bildung von coronaviralen ROs von der Aktivitat der
zytosolischen Phospholipase A2a und den entstehenden Lysophospholipiden abhangt
(127). Dabei wird vermutet, dass die Lysophospholipide entscheidend zu den
Membrankrimmungen beitragen, die fir die Ausbildung von Vesikeln bendtigt werden.
(iii) Weiterhin wurde gezeigt, dass Sterol-Derivate die Replikation von SARS-CoV-2 und
die Anzahl gebildeter ROs inhibieren, was auf eine Rolle von Sterolen in der RO-Bildung
hinweist (128).

Eine weitere Lipidklasse, die eine wichtige Rolle in der RO-Bildung von Flaviviren innehat,
sind die Sphingolipide (129-132). Fir Coronaviren konnte zwar eine Deregulation
verschiedenster Sphingolipid-Spezies nach Infektion gezeigt werden (122, 127, 133-
135), ob und in welchem Schritt diese Lipide jedoch von Bedeutung flr den viralen
Lebenszyklus sind, wurde bisher nicht erforscht.
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1.3. Sphingolipide

1.3.1. Aligemeines

Sphingolipide sind eine Hauptgruppe der eukaryotischen Lipide und sind Bestandteil
jeder zellularen Membran. Ausgangsstruktur und einfachste Einheit der Sphingolipide
sind die sogenannten Langketten-Basismolekiile (eng. long-chain bases, LCBs). In
Saugetieren sind die am haufigsten vorkommenden LCBs Sphingosin (Sph) und
Dihydrosphingosin (auch Sphinganin, dhSph), die zumeist aus 18 Kohlenstoffatomen
bestehen (136). Durch Verlinkung der LCBs mit anderen Molekilen entstehen im Laufe
des Sphingolipid-Metabolismus komplexere Sphingolipide (Abbildung 7). Typisch ist
dabei eine O-Verlinkung des Sphingolipids mit einer sogenannten Kopfgruppe, z.B.
Phosphorylcholin oder einer Phosphatgruppe, und eine Amid-Verknipfung der LCBs mit
einer Fettsaure variierender Lange (137). Ausgehend von den genannten Modifikationen
und der daraus resultierenden Struktur erflllen Sphingolipide eine Vielzahl von
verschiedenen biologischen Funktionen. Als Bestandteil von zellularen Membranen
haben Sphingolipide beispielsweise einen maBgeblichen Einfluss auf die
biophysikalischen Eigenschaften der Membranen, z.B. die Fluiditat und Krimmung (138).
Spezielle Mikrodomanen innerhalb der Zellmembranen mit hohen Konzentrationen an
Sphingomyelin (SM), Cholesterol und Proteinen, auch bekannt als ,/ipid rafts®, haben des
Weiteren entscheidenden Einfluss auf Vesikelbildung, Zellpolaritat und zellulare
Signalwege (139). Generell werden Sphingolipide als bioaktive Lipide angesehen, die
weitrechend in verschiedensten Signalwegen involviert sind, unter anderem Zelltod,
Proliferation, und Entziindungen (140). Aufgrund ihrer Vielseitigkeit und ihrer essentiellen
Bedeutung fur die Zelle ist der Aufbau und die Metabolisierung von Sphingolipiden stark
reguliert.
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Abbildung 7: Aufbau eines komplexen Sphingolipids. Riickgrat der komplexeren Sphingolipide sind
die LCBs, die mit einer Kopfgruppe (eng. head group) sowie einem Fettsdurerest verknipft sind.

Entnommen aus (138), mit Erlaubnis von und lizensiert durch Springer Nature https://www.nature.com/.

1.3.2. Sphingolipid-Metabolismus

Das Schlisselmolekil des Sphingolipid-Metabolismus ist das Ceramid (Cer), welches
aus Sph mit einem amidverknUpften Fettsaurerest besteht (141). Cer-Spezies kénnen
durch drei Wege innerhalb der Zelle gebildet werden, durch die De-novo-Synthese, den
sogenannten ,salvage pathway* oder durch die Sphingomyelinasen (SMasen). Abbildung
8 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen Synthesewege innerhalb des Sphingolipid-
Metabolismus.

Bei der De-novo-Synthese wird Cer Uber mehrere Schritte (ausgehend von L-Serin und
einer mittels Coenzym A aktivierten Fettsaure) neu gebildet (137).

Im ,salvage pathway* erfolgt die Bildung von Cer durch den Abbau von komplexeren
Sphingolipiden. Komplexe Sphingolipide sind die sogenannten Glykosphingolipide (GSL)
oder Phosphosphingolipide (PSL), welche durch das Anfligen von hydrophilen
Kopfgruppen an die Hydroxy-Gruppe des C1-Atoms von Cer entstehen (136). Ein
Beispiel hierflir ware das Verlinken von Cer mit einem Phosphorylcholin durch eine
Sphingomyelin-Synthase (SMS), was zur Bildung von SM fiihrt (142).

Die Hydrolyse des SM in Cer und Phosporylcholin durch die SMasen ist der dritte

zellulare Prozess, der zur Entstehung von Cer innerhalb der Zelle fihrt (143).

Cer-Spezies kdnnen durch Ceramidasen abgebaut werden, wodurch eine Fettsaure
sowie Sph freigesetzt werden (144). Sph wiederum kann durch Sphingosin-Kinasen
(SphK) phosphoryliert werden (145). Das hierdurch gebildete Sphingosin-1-Phosphat
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(S1P) ist ein bedeutsames intra- und extrazellulares Signalmolekil (146). Das Enzym
S1P-Lyase katalysiert den irreversiblen Abbau von S1P in Hexadecanal und
Phosphoethanolamin (147).
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Abbildung 8: Schematische Ubersicht iiber den Sphingolipid-Metabolismus. In dieser Ubersicht wird
Cer als Schlisselmolekul hervorgehoben. Cer kann durch De-novo-Synthese im ER, durch Spaltung
komplexer Sphingolipide (,salvage pathway“) in Lysosomen oder durch Hydrolyse von SM (hier: an der
Plasmamembran) gebildet werden. Das Cer kann wiederum entweder Baustein fir die Bildung komplexerer
Sphingolipide sein oder tber Ceramidasen abgebaut werden. SPT: Serin-C-Palmitoyltransferase, KDR: 3-
Ketodihydrosphingosin-Reduktase, CerS: Ceramid-Synthase, DEGS: Dihydroceramid-Desaturase, p-
GCase: B-Glucocerebrosidase, GCS: Glycosylceramid-Synthase, SPP: Sphingosin-1-Phosphat-
Phosphatase, C1PP: Ceramid-1-Phosphat-Phosphatase, CERK: Ceramidkinase. Entnommen und
modifiziert aus  (148), lizensiert durch  Creative = Commons-Lizenz (CC BY 4.0)
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

1.3.3. Sphingomyelinasen

Abhangig von ihrem pH-Optimum werden die SMasen in drei Untergruppen klassifiziert:
saure, neutrale und alkalische SMasen (143). Da die alkalische SMase bisher nur in
Zellen des Gastrointestinaltrakts detektiert werden konnte (149) und in dieser Arbeit keine

Zellen dieses Gewebes verwendet wurden, wird die alkalische SMase an dieser Stelle
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nicht weiter betrachtet. Dagegen zeigen aSMase und nSMasen keine gewebespezifische
Lokalisierung.

1.3.3.1. Saure Sphingomyelinase

Die saure Sphingomyelinase (engl. acid sphingomyelinase, aSMase) wurde als erste
SMase im Jahr 1966 isoliert und beschrieben, inklusive des namengebenden pH-
Optimums des Enzyms (150). Es existieren zwei Isoformen der aSMase, die sich in ihrer
Lokalisation unterscheiden (151). Einerseits existiert die sogenannte lysosomale
aSMase, welche in Lysosomen und an der inneren Plasmamembran lokalisiert ist, und
eine sekretierte aSMase, welche exportiert wird und auBBerhalb der Zelle aktiv ist. Die
Lokalisierung und Prozessierung der Isoformen ist dabei abhangig vom Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor und Sortilin (152). Ein durch genetische Defekte induzierter Verlust
der aSMase-Aktivitat fihrt beim Menschen und auch im Mausmodell zu einem Typ A oder
Typ B des Niemann-Pick-Syndroms (153). Hierbei handelt es sich um eine lysosomale
Speicherkrankheit, bei der SM und Cholesterol in den Lysosomen akkumulieren. Dieser
Phéanotyp verdeutlicht die zentrale Rolle der lysosomalen aSMase in der Regulation des
Lipidhaushalts der Zelle. Weiterhin wurde fiir die lysosomale aSMase eine Translokation
von Lysosomen zur inneren Seite der Plasmamembran infolge verschiedener Stimuli
beschrieben, wo sie das Entstehen von Cer-angereicherten Mikrodomanen induziert
(154). Das fur die Aktivitat der aSMase essentielle saure Milieu wird dabei durch die
(zusammen mit der aSMase aus den Lysosomen rekrutierte) V1 H*-ATPase produziert
(155).

Die sekretierte aSMase ist dagegen auBerhalb der Zelle an der AuBenseite der
Plasmamembran aktiv und bendtigt kein saures Milieu (156). Die genaue physiologische
Bedeutung dieser Isoform ist derzeit noch unklar (157).

Interessanterweise wirken eine Vielzahl an zugelassenen Antidepressiva wie Fluoxetin
und Desipramin als funktionelle Inhibitoren der aSMase (FIASMA) (158, 159).
Antidepressiva mit FIASMA-Funktion wurden in einer Vielzahl von Studien als anti-
coronavirale Substanzen identifiziert, wodurch sich erstmals Hinweise auf einen
moglichen funktionellen Zusammenhang zwischen aSMase-Aktivitat und Coronavirus-
Replikation ergaben (160-164).

1.3.3.2. Neutrale Sphingomyelinasen
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Die neutralen Sphingomyelinasen (nSMasen) sind eine Gruppe von Enzymen, die ihr pH-
Optimum im neutralem pH-Bereich (pH 7,4) haben und nur eine geringe Homologie
zueinander aufweisen (165). Die Gruppe der nSMasen besteht aus gegenwartig vier
Mitgliedern: der nSMase1, nSMase2, nSMase3 und der Mitochondrium-assoziierten
nSMase (MA-nSMase).

Die nSMase1 lokalisiert hauptsachlich im ER und Nukleus (166, 167) und hat eine
zentrale Rolle in der Generierung von Cer zur Induktion von Apoptose in Folge von

zellularem Stress (168).

Die nSMase?2 ist das am besten untersuchte Mitglied dieser Enzymklasse und wurde mit
einer Vielzahl von zellularen Prozessen in Verbindung gebracht. Die nSMase?2 ist primar
im Golgi-Komplex (169) und der Plasmamembran (170, 171) lokalisiert. Dabei findet ein
kontinuierlicher anterograder und retrograder Transport der nSMase2 zwischen den
beiden Zellkompartimenten statt (172). Die nSMase2 ist Teil der TNFa- oder Interferon-
vermittelten zelluldren Entzindungsantwort (173). Der TNFa-Rezeptor besitzt hierbei
eine nSMase-Aktivierungsdoméane (174), Uber welche der mit der nSMase-Aktivierung
assoziierte Faktor (FAN oder auch NSMAF) rekrutiert wird, welcher dann die nSMase2
rekrutiert und mit dem TNFa-Rezeptor verbindet (175). Die Uber den TNFa-Signalweg
vermittelte Aktivierung der nSMase2 und der daraus resultierende Anstieg des
intrazellularen Cer-Spiegels kann sowohl Differenzierungsprozesse als auch Apoptose
einleiten (176, 177). Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass durch nSMase2-
Aktivitat generiertes Cer essentiell fir die Produktion von Exosomen und extrazellularen
Vesikeln ist (178-180)

Flr die nSMase3 wurde zunéchst eine Lokalisierung im ER und Golgi beschrieben (181).
In spateren Arbeiten wurde auch eine Lokalisierung in der auBBeren Kernmembran (182)
sowie eine Interaktion dieses Enzyms mit Kernporen beschrieben (183). Diese Interaktion
ist von Bedeutung fur die Mitose; ein Mangel an nSMase3 flihrt zu neurologischen
Entwicklungsstérungen und Mikrozephalie (184). Die nSMase3 spielt auBerdem, &hnlich

wie die nSMase2, eine Rolle im TNF-Signalweg (185).

Die MA-nSMase wurde als letzte der nSMasen in Saugetieren entdeckt und in
Mitochondrien lokalisiert, wie der Name bereits impliziert (186). Da es zum
gegenwartigen Zeitpunkt kaum Studien zur MA-nSMase und ihrer zellularen Funktion gibt
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und sie ausschlieBlich in Mitochondrien lokalisiert ist, wurde die MA-nSMase nicht in die
hier beschriebenen experimentellen Arbeiten einbezogen.

1.3.4. Sphingolipide in viralen Infektionen

Ein Zusammenhang zwischen Sphingolipiden und viralen Infektionen konnte in den
letzten Jahren wiederholt gezeigt werden (187-190) (Abbildung 9). Ein wichtiger Schritt
des viralen Replikationszyklus, an dem Sphingolipide beteiligt sind, ist der Viruseintritt in
die Zelle. Hierbei kdnnen Sphingolipide, insbesondere GSL, als Eintrittsrezeptoren oder
Kofaktoren flr die Bindung von viralen Strukturproteinen an die Wirtszelle dienen (191-
193). Weiterhin wurde gezeigt, dass verschiedene Viren eine Akkumulation von Cer in
der Zellmembran induzieren und somit das Entstehen von Cer-angereicherten
Mikrodomanen ermdglichen. Diese Cer-angereicherten Mikrodomanen kénnen die
Rekrutierung bestimmter Rezeptoren ermdglichen. Dies wurde beispielsweise im Falle
von Infektionen mit dem Masernvirus nachgewiesen. Infolge der Bindung des
Masernvirus an Moleklle der Zellmembran findet eine aSMase-induzierte Cer-
Anreicherung in der Plasmamembran statt, welche die Translokation des Eintrittrezeptors
CD150 aus intrazellularen Speichern zur Plasmamembran induziert (194). Eine
Beteiligung der aSMase am Viruseintritt wurde auch fiir eine Reihe weiterer Viren gezeigt,
beispielsweise das Ebolavirus (EBOV) (195) und SARS-CoV-2 (162).

Sphingolipide wie S1P oder Cer spielen als bioaktive Lipide auch eine zentrale Rolle in
zellularen Signalwegen, welche wiederum von Viren moduliert werden kénnen. Es wurde
beispielsweise gezeigt, dass das Influenza-A-Virus (IAV) in infizierten Zellen die
Expression der SpK1 hochreguliert und eine Inhibierung dieses Enzyms den Export von
viralen Ribonukleoprotein-Komplexen aus dem Zellkern beeintrachtigt (196).

Weiterhin spielen Sphingolipide eine wichtige Rolle im Zusammenbau von neuen
Viruspartikeln von behillten Viren, unter anderem, weil Sphingolipide wesentlicher
Bestandteil der vom Wirt stammenden Virushulle sind (197-199). AuBerdem konnte
beispielsweise flr das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) gezeigt werden, dass die
Inhibition der nSMase?2 die Bildung der Virushille blockiert (200).

Wie in Abschnitt 1.2.3 bereits beschrieben, sind flr die Bildung von viralen ROs diverse
Lipide notwendig. FUr Viren der Familie Flaviviridae wurde nachgewiesen, dass
Sphingolipide wesentlicher Bestandteil der Virus-induzierten ROs sind (129-132). Ein
moglicher Zusammenhang zwischen Coronavirus-induzierten ROs und Sphingolipiden

war zum Zeitpunkt der vorliegenden Studie nicht untersucht worden.
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Abbildung 9: Rolle von Sphingolipiden in der Replikation verschiedener RNA-Viren. Der
Replikationszyklus von EBOV, IAV und ZIKV zeigt verschiedene Schritte, in denen Sphingolipide von
entscheidender Bedeutung sind. In griin markiert sind die Schritte des Replikationszyklus, in denen
Sphingolipide eine unterstitzende Rolle innehaben. In Rot sind die Schritte markiert, bei denen
Sphingolipide inhibierend auf das jeweilige Virus und seinen Replikationszyklus wirken. Entnommen aus
(188), lizensiert durch Creative Commons-Lizenz (CC BY 4.0)
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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1.4. Zielsetzung

Verschiedene Studien heben bereits gezeigt, dass Lipide in nahezu jedem Schritt des

coronaviralen Replikationszyklus von Bedeutung sind (118-120). Abgesehen vom

Viruseintritt von SARS-CoV-2 ist die Rolle von Sphingolipiden und deren Metabolismus

in Coronavirus-Infektionen bislang wenig untersucht. Um die Rolle von Sphingolipiden im

coronaviralen Replikationszyklus (mit Fokus auf HCoVs) zu untersuchen, sollten folgende

Fragestellungen in dieser Arbeit bearbeitet werden:

1.

Welche zeitabhangigen Veranderungen des zellularen Sphingolipidhaushaltes
werden durch drei verschiedene Coronaviren (HCoV-229E, MERS-CoV und
SARS-CoV-2) in verschiedenen Zellsystemen nach Infektion induziert? Gibt es bei
diesen Viren (partiell oder komplett) CUbereinstimmende (konservierte)
Deregulationsmuster ihres Sphingolipidhaushalts oder gibt es Virus-spezifische
Veranderungen?

Welche Sphingolipidspezies und Enzyme des Sphingolipid-Metabolismus sind fur
die Replikation verschiedener Coronaviren relevant?

In welchen Schritten innerhalb des viralen Replikationszyklus sind Sphingolipide
mafgeblich involviert?
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2. Materialien und Methoden
2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien.

Zelllinie Beschreibung Suszeptibilitat Referenz der
Ursprungszelllinie
Huh-7-ACE2 Humane Zelllinie, die aus einem HCoV-229E Japanese
Leberkarzinom isoliert wurde. Wird SARS-CoV-2 Collection of
standardmaBig zur Propagation von MERS-CoV Research
Coronaviren verwendet (201). Bioresources
Uberexprimiert den humanen ACE2- (JCRB) cell bank
Rezeptor, um Infektionen mit SARS-CoV-
2 zu ermdglichen.
A549-ACE2 Humane Zelllinie, die aus einem SARS-CoV-2 ATCC
Adenokarzinom der Lunge isoliert wurde (CCL-185)
(202). Uberexprimiert den humanen
ACE2-Rezeptor, um Infektionen mit
SARS-CoV-2 zu erméglichen.
A549-CD13- Humane Zelllinie, die aus einem HCoV-229E ATCC
TMPRSS2 Adenokarzinom der Lunge isoliert wurde (CCL-185)
(202). Uberexprimiert den humanen
CD13-Rezeptor sowie die Protease
TMPRSS2, um Infektionen mit HCoV-
229E zu erlauben.
MRC-5 Humane Zelllinie, isoliert aus den HCoV-229E ATCC
Lungenfibroblasten eines 14 Wochen MERS-CoV (CCL-171)
alten Embryos (203).
HEK-293- Humane Zelllinie, isoliert aus SARS-CoV-2 ATCC (CRL-1573)
ACE2 embryonalen Nierenzellen. Wird aufgrund

ihrer bekanntermaBen hohen
Transfektionseffizienz relativ haufig
verwendet (204).

Huh-7-ACE2-, A549-ACE2- und HEK-293-ACE2-Zellen wurden freundlicherweise von
Prof. Friedemann Weber (Institut fir Virologie, Justus-Liebig-Universitat GieBBen) zur
(im Folgenden als A549-CD13

Verfigung gestellt. A549-CD13-TMPRSS2-Zellen
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abgekurzt) wurden freundlicherweise von Prof. Krzysztof Pyr¢ (Malopolska Centre of
Biotechnology, Jagiellonian University).

2.1.2 Verwendete Medien und Zusatze

Die Kultivierung von Huh-ACE2-, A549-ACE2-, MRC5- und HEK-ACE2-Zellen erfolgte
mit ,Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium*“ (DMEM, Gibco), welchem 10 % [v/v] fetales
bovines Serum (FBS, Gibco), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco)
zugesetzt wurden. Um die kontinuierliche Uberexpression des ACE2-Rezeptors zu
erhalten, wurde dem Kultivierungsmedium fiir die Huh-7-ACE2-, A549-ACE2- und HEK-
ACE2-Zellen 0,5 pg/ml Puromycin (Sigma-Aldrich) zugefligt. Die Zellen wurden bei 37 °C
unter 5 % CO2 kultiviert und bei Erreichen von submaximaler Konfluenz (90-95 %)
passagiert. Hierfir wurde das Kultivierungsmedium von den Zellen entfernt, die Zellen
mit 1x PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2POs4, pH 7,4)
gewaschen und anschlieBend mit einer Trypsin/EDTA-Lésung (Gibco, 1:10 verdinnt in
1x PBS) bei 37 °C inkubiert. Die Zugabe der Trypsin/EDTA-L6sung verursacht ein
Ablésen der adharenten Zellen von der Kultivierungsschale durch Spaltung von
Adhéasionsproteinen. Nach erfolgreichem Ablésen der Zellen wurde das Trypsin mittels
Zugabe von FBS-haltigem Medium inaktiviert und die Zellsuspension mehrmals
resuspendiert, um die Zellen zu vereinzeln. AbschlieBend wurden die Zellen in der

gewtlnschten Verdinnung in neue Kultivierungsschalen Uberfhrt.

2.1.3 Auftauen von Zelllinien

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien in
Kryo-Réhrchen in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurden die
Kryo-Réhrchen aus dem Stickstoff entnommen und in einem Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut. Parallel wurde eine 10 cm?-Zellkulturschale mit 9 ml vorgewarmten Medium
beflllt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde dann in die vorbefillte Zellkulturschale
pipettiert und im Anschluss in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um restliche Spuren des DMSO zu entfernen.

2.1.4 Lagerung von Zellen im Stickstoff

Zur langfristigen Aufbewahrung der verwendeten Zellen wurden die Zellen in der
Gasphase von flissigem Stickstoff bei -170 °C gelagert. Hierflr wurden die Zellen zuerst
mittels Trypsin abgeldst (Abschnitt 2.1.3.) und die Zellen anschlieBend mit FBS-haltigem
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend bei 500 x g fur 5 min pelletiert.
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Das entstandene Zellpellet wurde mit FBS-haltigem DMEM mit 10 % (v/v) DMSO (Carl
Roth) resuspendiert und 1 ml der entstandenen Zellsuspension in Kryo-Réhrchen
(Sarstedt) Uberfiihrt. Die Kryo-Rdéhrchen wurden dann in einem Zelleinfrierbehélter
(Corning) bei -80 °C eingefroren und am nachsten Tag in den Flissigstickstofftank

Uberflihrt.

2.1.5 Enzyminhibitoren

Tabelle 2: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Enzyminhibitoren.

Inhibitor Zielprotein Hersteller Stockkonzentration
GW4869 nSMasen (179, 205, 206) Sigma-Aldrich (D1692) 10 mM in DMSO
PDDC nSMase 2 (207) ProbeChem 10 mM in DMSO
(PC-72748)
ARC39 aSMase (208) Christoph Arenz (Humboldt- 1 mMin PBS
Universitat zu Berlin)
PCK aSMase (unpubliziert) Christoph Arenz (Humboldt- 10 mM in DMSO
Universitat zu Berlin)
Py-2 Zytosolische Merck Millipore (525143) 2 mM in DMSO
Phospholipase A2a (127)
K22 Unbekannt (inhibiert die ProbeChem 20 mM in DMSO
RO-Bildung von (PC-35651)
Nidoviren und Flaviviren)
(59)

2.1.6 Bestimmung der zytotoxischen Konzentration 50 (CCso)

Um den Einfluss der Inhibitoren auf die metabolische Aktivitat der Zellen zu testen,
wurden die zu testenden Zellen in eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen ausgesat.
Nach Erreichen einer Konfluenz von ~ 95 % wurden die Zellen mit einer zuvor
hergestellten Verdiinnungsreihe der im Medium verdiinnten Inhibitoren behandelt (n=8).
Nach 24 h wurde die Inhibitorldsung entfernt und die Zellen mit in FBS-freiem Medium
gelésten 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) (0,5 mg/ml,
Sigma-Aldrich) behandelt. Die Zellen wurden solange bei 37 °C inkubiert, bis die Bildung
von violetten Formazankristallen unter dem Mikroskop beobachtet werden konnte.
AnschlieBend wurde das Medium von den Zellen entfernt, die Zellen getrocknet und die
Formazankristalle durch Zugabe von 100 pul Isopropanol geldst. Die Absorption wurde
dann an einem SPARK 10M Multimode-Mikroplatten-Reader (Tecan) bei einer
Wellenlange von 550 nM gemessen. Die erhaltenen Messwerte wurden gemittelt und das
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Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle in % berechnet. Die Prozentwerte wurden zur
Berechnung des CCso-Wertes mittels nicht-linearer Regression genutzt. Hierflr wurde die

GraphPad-Prism-Software (Version 9.2.0, GraphPad) verwendet.

2.2 Virusinfektionen

2.2.1 Auflistung der verwendeten Viren

Tabelle 3: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Viren.

Virus Familie Biologische Anzuchttemperatur | Referenzsequenz
Sicherheitsstufe

HCoV-229E Coronaviridae BSL-2 33 und 37 °C NC_002645.1
SARS-CoV-2 Coronaviridae BSL-3 37 °C SRX8975039
MERS-CoV Coronaviridae BSL-3 37 °C NC 01984

2.2.2 Virusinfektionen

Samtliche Infektionsexperimente wurden mit einer definierten Multiplizitdt (engl.
multiplicity of infection, MOI) durchgefihrt. Die MOI beschreibt dabei das Verhaltnis von
infektidsen Viruspartikeln zu der im Versuch eingesetzten Anzahl an Zellen. Eine MOI
von 1 entspricht daher dem Einsatz von einem infektiésen Viruspartikel pro Zelle. Fir
Infektionen von Zellkulturen mit bekannter Zellzahl wurden hochtitrige Viruspréaparationen
zunachst in FBS-freiem DMEM in geeigneter Weise verdinnt. AnschlieBend wurde das
zum Erreichen der gewlinschten MOI erforderliche Volumen dieser Viruslésung (auch
Inokulationsmedium genannt) auf die Zellen gegeben und die Zellen fir 1 h bei der fir
die Virusanzucht optimalen Temperatur (Tabelle 3) inokuliert. AnschlieBend wurde das

Inokulationsmedium entfernt und neues FBS-freies Medium auf die Zellen gegeben.

2.2.3 Praparation von hochtitrigen Virusstocks

Die Herstellung von hochtitrigen Virusstocks in dieser Arbeit erfolgte ausschlieBlich unter
Verwendung von Huh-7-ACE2-Zellen, die (nach der Inokulation mit Virus) in FBS-freiem
DMEM kultiviert wurden. Der Ausschluss von FBS verhindert die Anwesenheit von
Faktoren (e.g. Lipide, Enzyme), welche bei der Testung von Inhibitoren oder der
Lipidanalyse stéren kdnnten. Im Falle von HCoV-229E erfolgte die Anzucht von
Virusstocks mit einer MOI von 0,001 bei 33 °C flr ca. 72 h, die Anzucht von SARS-CoV-
2 und MERS-CoV erfolgte dagegen mit einer MOI von 0,0001 bei 37°C fir ca. 48 h.
Sobald das Auftreten eines zytopathischen Effekts (eng. cytopathic effect, CPE) bei 30-
70 % der Zellen beobachtet werden konnte, wurden die virushaltigen Uberstande
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abgenommen, bei 500 x g fur 5 min zentrifugiert und aliquotiert. Die Lagerung der
Virusstocks erfolgte bei -80 °C.

2.2.4 Virustiterbestimmung mittels Plaque-Assay

Die Titrationen in dieser Arbeit wurden ausschlieBlich mit Huh-7-ACE2-Zellen
durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen in eine Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen
ausgesat. Nach Erreichen einer 100%-igen Konfluenz wurden die Zellen mit je 500 pl
einer logarithmischen Verdlnnungsreihe der zu untersuchenden Viruslésung (10-1-106)
infiziert, um eine Verdinnung der initialen Viruslésung auf = 10 Viruspartikel zu erreichen.
Fir SARS-CoV-2 oder MERS-CoV erfolgte die Inokulation fiir 1 h bei 37 °C, bei der
Infektion mit HCoV-229E fir 1 h bei 33 °C. AnschlieBend wurde das Inokulationsmedium
entfernt und die Zellen mit dem Titrationsmedium (1 x MEM, Gibco; 1,25 % [w/v] Avicel,
FMC BioPolymer; 10 % [v/v] FBS; 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin)
Uberschichtet. Bei Infektionen mit SARS-CoV-2 und MERS-CoV wurden die Zellen 48 h
p. i. mit 1 x PBS gewaschen anschlieBend mit 3,7 % [v/v] Paraformaldehyd (PFA) fir 1 h
fixiert. Im Falle von HCoV-229E kdnnen Plaques erst ab 72 h p. i. detektiert werden,
weshalb die Zellen in diesem Fall erst zu diesem spateren Zeitpunkt fixiert wurden (wie
bereits oben beschrieben). AnschlieBend wurde das PFA entfernt und die Zellen mit einer
0,15 %-igen [w/v] Kristallviolettldsung (in 20 % [v/v] Ethanol) gefarbt. Bei der Farbung
werden ausschlieBlich die Zellen angefarbt, die durch Zelllyse entstandenen Plaques
bleiben dagegen ungefarbt und kénnen somit gezéhlt werden. Die Anzahl der Plaques
bei einer definierten Verdlinnungsstufe wird auf das eingesetzte Volumen bezogen und
daraus der Virustiter der Lésung errechnet. Der errechnete Virustiter wird in plaque

forming units pro Milliliter (pfu/ml) angegeben.

2.2.5 Testung von Substanzen auf antivirale Effekte

Zur Ermittlung des antiviralen Effektes der verwendeten Enzyminhibitoren (Tabelle 2)
wurden die jeweiligen Zellen in einer Zellkulturplatte mit 48 Vertiefungen ausgesat. Nach
Erreichen einer Konfluenz von ~ 95 % wurden die Zellen mit einer MOI von 0,1 pfu/Zelle
infiziert. Nach 1 Stunde Inokulation wurde das Inokulationsmedium entfernt und die
Zellen mit einer zuvor hergestellten Verdiinnungsreihe des zu testenden Inhibitors fur 24
Stunden behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Virustiter im

Uberstand wurde anschlieBend mittels Plaque-Assay bestimmt.
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2.3 DNA-Analyse
2.3.1 DNA-Konstrukte

Tabelle 4: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-DNA-Konstrukte.

Konstruktbezeichnung Genprodukt
pcDNA3.1-nSMase2-eGFP Humane nSMase2 mit C-terminalem eGFP-Tag
pcDNA3.1-nSMase2(H639A)-eGFP Inaktive (209) humane nSMase2 mit C-terminalem eGFP-Tag
PC4-ss-FM4-Eqt-SM-oxGFP Modifizierte, nicht-toxische Variante des Equinatoxin Il (210)
mit C-terminalen oxGFP —Tag
pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5 nsp3-4 von HCoV-229E, mit N-terminalem HA-Tag und C-

terminalem V5-Tag
pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A nsp3-4 von HCoV-229E, mit N-terminalem HA-Tag und C-

terminalem V5-Tag, sowie mutierter Spaltstelle

pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5_C1701A nsp3-4 von HCoV-229E, mit N-terminalem HA-Tag und C-
terminalem V5-Tag, sowie mutierter PL2p™
pcDNAS3.1-HA-nsp3 nsp3 von HCoV-229E, mit N-terminalem HA-Tag
pcDNAS3.1-nsp4-V5 nsp4 von HCoV-229E, mit C-terminalem V5-Tag
pcDNA3.1-GFP GFP
pcDNA3.1

Die pcDNA.3.1-Konstrukte zur Uberexpression der (inaktiven) humanen nSMase2 mit C-
terminalem GFP-Tag wurden freundlicherweise von Prof. Vera Kozjak-Pavlovic
(Lehrstuhl far Mikrobiologie, Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg) zur Verfigung
gestellt. Das Konstrukt zur Uberexpression von Eqt-SM-oxGFP wurde freundlicherweise
von Prof. Christopher G. Burd (Department of Cell Biology, Yale School of Medicine) zur
Verfigung gestellt.

Um artifizielle ROs generieren zu kénnen, wurden verschiedene getaggte nsp3- und
nsp4-codierende HCoV-229E-Plasmid-DNA-Konstrukte generiert. Hierbei wurde das
DNA-Konstrukt zur Uberexpression von nsp3-4 codonoptimiert und in einem pcDNA3.1-
Vektor synthetisiert (BioCat). Hierfir wurden die Aminosauresequenzen fir nsp3 und
nsp4 von HCoV-229E aus der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Referenz-Sequenz: NC_002645.1) verwendet. Zusatzlich wurde an
das 5 -Ende der kodierenden Sequenz von nsp3 ein Startcodon angefligt gefolgt von der
kodierenden Sequenz flur einen HA-Tag (YPYDVPDYA). An das 3 -Ende der nsp4-
Nukleotidsequenz  wurde die  kodierende Sequenz flir einen V5-Tag
(GKPIPNPLLGLDST) sowie ein Stoppcodon angefigt.
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2.3.2 Mutagenese von DNA-Konstrukten

Zur Herstellung von DNA-Konstrukten, die entweder flr nsp3 oder nsp4 allein oder far
nsp3-4 mit veranderter Schnittstelle bzw. inaktivierter Protease codieren, wurden
Mutagenesen mittels Polymerase-Kettenreaktion (eng. polymerase chain reaction, PCR)
durchgefihrt. Fir die Konstrukte pcDNA3.1-HA-nsp3 und pcDNAS.1-nsp4-V5 wurden
Primerpaare ausgewahlt, die die Regionen um die zu entfernende Sequenz flankieren.
Gleichzeitig wurde darauf geachtet, dass die Primerpaare eine mindestens 10
Basenpaare (bp) lange komplementare Sequenz aufweisen, um eine homologe
Rekombination der (veranderten) Enden des erzeugten PCR-Produkts (und damit die
Rekonstitution einer zirkuldren Plasmid-DNA) in transformierten E.-coli-Zellen (DH10B)
zu ermdglichen. Die erfolgreiche PCR-vermittelte Mutagenese und Integritat der so
erzeugten Plasmid-DNA-Konstrukte wurde durch Restriktionsanalyse (Abschnitt 2.3.3)

und anschlieBende Sequenzierung (Abschnitt 2.3.7) bestétigt.

Tabelle 5: Zusammensetzung der PCR-Reaktion fir Mutagenesen.

Komponente Volumen [pl]
Phusion Polymerase (2 U/ul) 0,5
5xPhusion Puffer 10
Forward Primer (100 pM) 0,5
Reverse Primer (100 pM) 0,5
dNTPs (10 mM) 0,5
DMSO 1,5
DNA (1 pg/ul) 0,3
Wasser 36,7

Tabelle 6: Das in dieser Arbeit verwendete PCR-Programm fiir Mutagenesen.

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer [s]
Initiale Denaturierung 98 30
Denaturierung 98 10
Annealing 50 30
Extension 72 330
30 Zyklen der Schritte 2 bis 4
Final Extension 72 600
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Primer fiir Mutagenesen. In
Kleinbuchstaben sind die Nukleotide gekennzeichnet, die von der Originalsequenz abweichen
und zur Mutagenese flihren.

Sequenz Verwendung
AGCATCGTGGCCgcGCAGGGCGCCGGCGACGCTGGACATTC | Mutagenese pcDNAB.1-HA-nsp3-
4-V5_K2481A
CCGGCGCCCTGCgcGGCCACGATGCTGGTGGCAGGGATCT | Mutagenese pcDNA3.1-HA-nsp3-
4-V5_K2481A
GCGATAACAACQCTTGGGTGAATGCCGTGTG Mutagenese pcDNA3.1-HA-nsp3-
4-V5_C1701A
CGGCATTCACCCAAQCGTTGTTATCGCTGGTCTTC Mutagenese pcDNA3.1-HA-nsp3-
4-V5_C1701A
CAAGCTGGCTAGCATGGGCGACGCTGGACATTC Deletion HA-nsp3 zur Erzeugung
von pcDNAS.1-nsp4-V5
CATGCTAGCCAGCTTGGGTCTCCCTATAGTGAGTC Deletion HA-nsp3 zur Erzeugung
von pcDNAS3.1-nsp4-V5
CAAGCAGGGCGCCTGAGCGGCCGCTCGAGTCTAG Deletion nsp4-V5 zur Erzeugung
von pcDNAS3.1-HA-nsp3
GCGGCCGCTCAGGCGCCCTGCTTGGCCACGATGC Deletion nsp4 zur Erzeugung von
pcDNAS3.1-HA-nsp3

2.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Die im Rahmen der PCR-vermittelten Mutagenese von Plasmiden erzeugten PCR-
Produkte wurden Uber Nacht mit dem Restriktionsenzym Dpnl (NEB) bei 37 °C verdaut.
Dpnl ist ein Restriktionsenzym, welches methylierte DNA-Strange spezifisch spaltet. Da
nur die Plasmid-(Template)-DNA, die von Escherichia coli (E. coli) extrahiert wurde,
methyliert ist, wird nur die nicht-mutagenisierte Plasmid-DNA, die als Matrize firr die PCR
verwendet wurde, gespalten. Dies soll das Vorkommen von Kolonien mit nicht-
mutagenisierter Plasmid-DNA nach der Transformation verhindern. Fiir den Dpnl-Verdau
wurde folgender Ansatz pipettiert: 1 ul Dpnl-Enzym (Thermo Fisher), 1 ul 10X FastDigest
Puffer (ThermoFisher) und 8 ul PCR-Produkt. Der Ansatz wurde dann bei 37 °C fir
mindestens 4 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation des PCR-Produkts in
E. coliDH10B (Abschnitt 2.3.5).

Im Falle der Klonierung von pcDNAS3.1-HA-nsp3 und pcDNAS3.1-nsp4-V5 wurde vor der
Sequenzierung ein Restriktionsverdau zum Uberpriifen der Klone durchgefiihrt. Fiir das
Konstrukt pcDNA3.1.HA-nsp3 wurden die Restriktionsenzyme Nhel und Notl (NEB)
verwendet, fur das Konstrukt pcDNA3.1-nsp4-V5 die Enzyme Nhel und Xhol (NEB). Fur
die Restriktionsanalyse wurden 4 pl PCR-Produkt mit 0,5 ul der jeweiligen Enzyme und
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1 ul 10X FastDigest Puffer pipettiert und G.N. bei 37 °C inkubiert. Die Produkte der
Restriktionsspaltungen wurden anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese
analysiert (Abschnitt 2.3.4).

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Uberpriifung der erfolgreichen Deletion von DNA-Abschnitten mittels PCR wurden
5 pl des vorher erfolgten Restriktionsverdaus (Abschnitt 2.3.3) mit 2 pl DNA-
Farbstofflésung (830 % [v/v] Glycerol, 0,25% [w/v] Bromphenolblau und 0,25% [w/V]
Xylencyanol FF) und 5 pl H20 vermischt. Die so praparierten Proben wurden auf ein TAE-
gepuffertes 1,5 % [w/v] Agarosegel (BioCat) geladen, welches sich in einer
Elektrophoresekammer (Carl Roth) beftllt mit 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/HCI pH 8,0, 20
mM Essigsaure und 1 mM EDTA) befand. Im Agarosegel befand sich zuséatzlich
Ethidiumbromid (0,1 pg/ml; Roth), welches als DNA-interkalierender Farbstoff die DNA
durch Anregung mit UV-Licht sichtbar machen kann. Durch Anlegen einer Spannung von
100 V fir 45 min wurden die Fragmente aufgetrennt und konnten spéater mittels UV-Licht

detektiert werden.

2.3.5 Transformation von DNA in E. coli

Fur die Vervielfaltigung von Plasmiden bzw. In-vivo-Rekombination (zur Rekonstitution
zirkularer Plasmide aus linearer DNA) wurden kompetente E.-coli-Zellen mittels
Hitzeschock behandelt und mit den geeigneten DNAs transformiert. Flr die Konstrukte
pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5, pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A, pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-
V5_C1701A, pcDNAS3.1-HA-nsp3 und pcDNAS3.1-nsp4-V5 wurde der E.-coli-Stamm
DH10B verwendet. Fur alle anderen Konstrukte (Tabelle 4) wurde der E.-coli-Stamm
Top10F verwendet. Zunachst wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut. AnschlieBend
wurden 50 ul Bakteriensuspension mit 1 pl Plasmid-DNA oder PCR-Produkt vermengt
und fir 30 min auf Eis inkubiert. Im nachsten Schritt wurde das Reaktionsgefal3 bei 42 °C
fr 90 s inkubiert und anschlieBend far 3 min auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 1 ml
LB-Medium (eng. lysogeny broth medium, Carl Roth) wurden die Bakterien fir 1 h bei
30 °C (DH10B) oder 37 °C (Top10F') unter Schatteln (180 rpm) inkubiert. Diese
Inkubationszeit soll fir das Auspragen der Antibiotikaresistenz sorgen. AnschlieBend
wurden die Bakterien bei 13.000 rpm fur 1 min pelletiert, in 50 pl LB-Medium
resuspendiert und auf Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin inkubiert.
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Bakterienstdmme.

Bezeichnung Genotyp
Top10F F' mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL endA1
nupG
DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15
AlacX74 endA1 recA1 deoR A(ara,leu)7697 araD139
galU galK nupG rpsL A-

2.3.6 Isolation von DNA aus Bakterien

Far die Isolation von Plasmiden aus E. coli wurden Kolonien von zuvor auf Agarplatten
ausplattierten Bakterien (Abschnitt 2.3.5) entnommen und in LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicilin bei 30 °C (DH10B) bzw. 37 °C (Top10F") bei 180 rpm flr 24 h inkubiert. Hierbei
wurden 4 ml LB-Medium und eine anschlieBende Plasmid-Isolation mittels innuPREP
Plasmid Mini Kit 2.0 (Innuscreen) fir eine Plasmid-Sequenzierung verwendet.

Bei der Isolation von Plasmiden in gréBerem Maf3stab fur Transfektionen wurden 200 ml
LB-Medium unter Verwendung des GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Fisher)
verwendet. Die Konzentration der isolierten Plasmide wurde im Anschluss mittels

Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Peglab) gemessen.

2.3.7 Sequenzierung von Plasmiden

Tabelle 9: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Sequenzierprimer.

Sequenz Verwendung

CGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTAC Sequenzierung pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
CACAGCCGAGCAGTGCATCAGGGGC Sequenzierung pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
GCAAGCTGCAGAGACTGAGCAAGG Sequenzierung pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
GCACCAGAAAGCTGAATAGACTGATG Sequenzierung pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5
GCGTGGCCTCCATCAACTCCGCC Sequenzierung pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5
GACCGTGAATGGCTACGCCAAGTCC Sequenzierung pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5
GGAGATACAATTTCGACATCACCGAGTCC Sequenzierung pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5
CTGACAAAGGATCAGACACCTATC Sequenzierung pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
CAAGCTGCCTGAGGTCATTGCCC Sequenzierung pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
GAAGCTGAAGAGCTACGCCGCCTCC Sequenzierung pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5

CTGCTCGGCTGTGTAACACCTCTCG Sequenzierung pcDNAS.1-HA-nsp3

CGTACTTGTAGTAGGCATTGGCC Sequenzierung pcDNAS3.1- nsp4-V5
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Flr die Sequenzierung der mutagenisierten Konstrukte wurden jeweils 1 ug DNA mit 4 pl
Sequenzierprimer (5 pM, Tabelle 9) vereint und an die Firma LGC Biosearch

Technologies geschickt.

2.3.8 Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen

Um die Bedeutung von bestimmten viralen und zellularen Proteinen und deren
Lokalisation in der Replikation von Coronaviren zu untersuchen, wurden die zu
untersuchenden Proteine mittels geeigneter Expressionskonstrukte (Tabelle 4) in Huh-7-
ACEZ2-Zellen tiberexprimiert. Hierflir wurden die jeweiligen Expressionskonstrukte mittels
Transfektion in die Zielzelle eingebracht. In dieser Arbeit wurden zwei chemische
Transfektionsverfahren verwendet. Einerseits die Lipofektion, bei der durch Zugabe von
Lipiden die DNA in Liposomen verpackt wird und so durch Membranfusion in die Zelle
gelangen kann. In dieser Arbeit wurde Lipofectamine2000 (Invitrogen, Thermo Fisher) fir
die Lipofektion verwendet. Andererseits wurden kationische Polymere verwendet, die als
Komplex mit der DNA an negativ geladene Polysaccharide an der Zelloberflache binden
und dadurch die Aufnahme des Komplexes mittels Endozytose ermdglichen. In dieser
Arbeit wurde PEI Star (Bio-Techne GmbH) als kationisches Polymer fiir die Transfektion

verwendet.

Unabhé&ngig von der gewahlten Transfektionsmethode wurden die Transfektionsansatze
wie folgt vorbereitet: Das jeweilige Plasmid und das oben genannte Transfektionsreagenz
wurden jeweils in einem Reaktionsgefal mit Opti-MEM (Gibco) vermischt und fir 5 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden beide Ansatze vereint. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 5 Minuten wurden das DNA-Transfektionsreagenz-Gemisch auf die
Zellen getropft und die Zellen bis zur weiteren Verwendung bei 37 °C inkubiert. Die
verwendeten Volumina fir Opti-MEM, DNA und Transfektionsreagenz kénnen den
untenstehenden Tabellen entnommen werden (Tabelle 10.)
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die verwendeten Volumina fiir DNA-Transfektion, abhdngig vom
gewdéhiten Zellkulturgefas.

Volumina (pl)
24 6 10 cm?
Reagenz Vertiefungen | Vertiefungen | Zellkulturschale
Opti-MEM 100 250 2000
Lipofectamine2000 2 8 /
PEI STAR (1 pg/ul) / 9 45
DNA (1 ug/pl) 0,75 3 15

2.4 RNA-Analyse

2.4.1 Auflistung der verwendeten small interfering RNAs (siRNAs)

Um (neben pharmakologischen Inhibitoren) den Einfluss zelluldarer SMasen in der
Replikation von Coronaviren zu charakterisieren, wurde die Expression von SMase-
codierenden Transkripten unterdrlickt. Fir diese Arbeit wurden MISSION
~endoribonuclease-prepared siRNA* (esiRNA, Sigma Aldrich) verwendet. Die esiRNA
wird durch die Spaltung eines langen doppelstrangigen RNA-Molekils, welches
komplementadr zur Ziel-mRNA ist, gewonnen und stellt daher einen Pool an
verschiedenen siRNA gegen dieselbe mRNA dar und erhéht somit die Effizienz des
Knockdown. Als Kontrolle wurde die sogenannte MISSION siRNA-Universal-
Negativkontrolle von Sigma-Aldrich verwendet. Eine Ubersicht aller verwendeten
esiRNAs wird in Tabelle 11 gegeben.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten MISSION esiRNA von Sigma-Aldrich.

Zielgen (Protein) Herstellernummer
SMPD1 (aSMase) EHU122691
SMPD2 (nSMase 1) EHU120741
SMPD3 (nSMase 2) EHU024631
SMPD4 (nSMase 3) EHU116241
ANPEP (APN/CD13) EHU037211
ACE2 (ACE2) EHU033081
DPP4 (DPP4) EHUO058011

Universal-Negativkontrolle SIC002
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2.4.2 Transfektion von siRNA in eukaryotische Zellen

Fir das Einbringen der verwendeten siRNAs (Tabelle 11) in Huh-7-ACE2-Zellen wurde
Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, Thermo Fisher) verwendet.

Hierflr wurden Huh-7-ACE2 Zellen in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen ausgeséat und
anschlieBend direkt transfiziert. In einem Reaktionsgefal3 wurden 100 nM siRNA in 50 pl
Opti-MEM angesetzt, wahrend in einem separaten ReaktionsgefaB3 3 pl Lipofectamine
RNAIMAX in 50 pl Opti-MEM pipettiert wurden. Die Lésungen wurden anschlieBend
miteinander gemischt und nach 5 min Inkubationszeit auf die Zellen getropft. Die
behandelten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 37 °C inkubiert.

2.4.3 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Um die Knockdown-Effizienz der siRNAs zu validieren, wurde nach siRNA-Transfektion
eine RT-qPCR zur Quantifizierung der Ziel-mRNA durchgefthrt. Hierfir wurde zunachst
die Gesamt-RNA aus den transfizierten Zellen isoliert. Fir die RNA-Isolation wurde das
RNeasy Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Die Konzentration der isolierten
RNA wurde am Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Peglab) gemessen und
anschlieBend auf eine Konzentration von 5 ng/ul eingestellt. In dieser Arbeit wurden zwei
verschiedene Kits fir die RT-gPCR verwendet: Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit
(NEB) und 4X CAPITAL™ 1-Step qRT-PCR Green Master Mix (Biotechrabbit). Beide Kits
ermdglichen eine sogenannte ,one step-PCR*, d.h. eine reverse Transkriptase ist im Kit
enthalten und schreibt zu Beginn der Reaktion zunachst die RNA in cDNA um. Als
Haushaltsgen (eng. ,housekeeping gene®) wurde in dieser Arbeit die Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Der Vergleich der behandelten (siRNA-
transfizierten) Proben gegen die Negativkontrolle erfolgte mittels der sogenannten delta-
delta Ci-Methode (AACt-Methode). Hierbei wird zunachst der ACt-Wert aus der Differenz
des Ct-Wertes des zu untersuchenden Gens (,gene of interest”, GOI) und des Ci-Wertes

das Haushaltsgens (HG) gebildet:
ACt= Gt (GOI) — Ct (HG)

Der AACi-Wert wird anschlieBend aus der Differenz des ACi-Wertes der behandelten

Proben und des ACi-Wertes der Kontrolle errechnet:

AACt= ACt (behandelt) — AC: (Kontrolle)
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Der finale Wert fur die relative Genexpression, der in dieser Arbeit verwendet wurde, wird

wie folgt berechnet:

relative Genexpression = 2-44Ct

Tabelle 12: Das in dieser Arbeit verwendete PCR-Programm fir die RT-qPCR bei Verwendung
des 4X CAPITAL™ 1-Step qRT-PCR Green Master Mix.

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer [s]
Reverse Transkription 50 600
Initiale Denaturierung 95 180

Denaturierung 95 10

Annealing/Extension 62 30
45 Zyklen der Schritte 3 und 4

Schmelzkurvenanalyse 72 600

Tabelle 13: Das in dieser Arbeit verwendete PCR-Programm fir die RT-qPCR bei Verwendung
des Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit.

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer [s]
Reverse Transkription 50 600
Initiale Denaturierung 98 60

Denaturierung 98 10

Annealing/Extension 72 330
30 Zyklen der Schritte 2 bis 4

Schmelzkurvenanalyse 72 600
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Tabelle 14: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Primer fiir die RT-qPCR

Name Sequenz
SMPD1_fwd GCTGGCTCTATGAAGCGATGGC
SMPD1_rev AGAGCCAGAAGTTCTCACGGGA
SMPD2_fwd CAGGAGCTTACCCAGCACAT
SMPD2_rev GTTGAGCACCATGCCACTTA
SMPD3_fwd CGCATTCAAGGGCAATTACATTTT
SMPD3_rev AAGTGAGGGTTGGTTTTGTGATT
SMPD4_fwd TGGAGATGTGGCTGAGCTACCT
SMPD4_rev CAGCAGGTTCTCCTGGACAAAG
CD13_fwd GTAATACGACTCACTATAGGGCCAGGG
CD13_rev AATTAACCCTCACTAAAGGGCCACCAG
ACE2_fwd TGGGACTCTGCCATTTACTTAC
ACE2_rev CCCAACTATCTCTCGCTTCATC
DPP4_fwd GGCACCTGGGAAGTCATCGGGA
DPP4_rev AGAGGGGCAGACCAGGACCG
GAPDH_fwd CTGCTCCTCCTGTTCGACAGT
GAPDH_rev CCGTTGACTCCGACCTTCAC

2.5 Protein-Analyse

2.5.1 Isolation von Proteinen aus Zellen

Fir die Detektion der viralen Proteine nsp3 und nsp4 nach Transfektion mit
Expressionskonstrukten (Tabelle 4) wurde eine Proteinisolation mit nachfolgendem
Western Blot durchgefihrt. Hierfir wurden HEK-293-ACE2-Zellen in Zellkulturplatten mit
6 Vertiefungen ausgesat. 24 Stunden nach der Transfektion (h p. t.) (Abschnitt 2.3.7)
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 150 pl Lysepuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% Dodecylmaltoside (ThermoFisher Scientific), 5% [v/V]
Glycerol) pro Vertiefung auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden im Lysepuffer von der
Zellkulturplatte abgekratzt und in Reagiergefal3e Uberflhrt. Die Zelllysate wurden fir 10
min auf Eis inkubiert und anschlieBend fir 15 min mit 15.000 g bei 4 °C zentrifugiert.
AbschlieBend wurde der 18sliche Uberstand in ein neues ReagiergefaB (iberfiihrt. Die
Lagerung der Lysate flr die weitere Verwendung, soweit nicht direkt nachfolgend,
erfolgte bei -20 °C.
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2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den Zelllysaten wurde mittels
Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) durchgefihrt. Fir die Durchfiihrung des BCA-
Assays in dieser Arbeit wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach

Herstellerangaben verwendet.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

FlOr den spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Antikérper wurden die Proteine
innerhalb eines zu untersuchenden Zelllysates zunachst mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE (engl. ,sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis®) aufgetrennt.
Dafar wurden im ersten Schritt die Zelllysate mit 3x Proteinprobenpuffer-Puffer (0,1 M
Tris/HCI pH 7,5, 2mM EDTA, 20 % [v/v] Glycerol, 4% [w/v] SDS, 10 % [w/v] 2-
Mercaptoethanol und 0,02 % [w/v] Bromphenolblau) vereint und fir 20 min bei
Raumtemperatur (RT) denaturiert. Im Anschluss wurden die Proben auf ein
Polyacrylamidgel geladen. Die Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamidgele
kann der Tabelle 15 enthommen werden. Die Proteine in den Proben wurden
anschlieBend im Polyacrylamidgel durch Anlegen einer Stromstarke von 35 mA mit
konstanter Spannung und Verwendung eines SDS-Laufpuffers (25 mM Tris, 0,192 M
Glyzin, 0,1 % [w/v] SDS) aufgetrennt.

Tabelle 15: Komponenten fir die Herstellung von Trenn- und Sammelgelen fir SDS-
Polyacrylamidgele. Die Angaben (in ml) beziehen sich auf die Herstellung von 2 gro3en Gelen.

Trenngel Sammelgel
Komponente 8 % 10 % 12%
H20 7,5 6,4 5,4 4,7
30% Acrylamid-Bisacrylamid- 4,2 5,3 6,3 0,91
Mix
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 3,9 3,9 3,9
0.5 M Tris/HCI pH 6,8 - - - 0,875
10% [w/v] SDS 0,158 0,158 0,158 0,070
10% [w/v] APS 0,079 0,079 0,079 0,035
TEMED 0,0079 0,0079 0,0079 0,007
Total ~ 15,85 ~ 15,85 ~ 15,85 ~ 6,6
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2.5.4 Western Blot

Um den spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Antikérper durchfihren zu kénnen,
wurden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
(Hybond-ECL, GE Healthcare) transferiert. Dazu wurden drei Lagen Whatman-
Filterpapier und die Membran in ein Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad)
Uberfahrt. Das Polyacrylamidgel wurde auf die Membran platziert und mit weiteren drei
Lagen Whatman-Papier bedeckt. Die Whatman-Papiere und die Nitrozellulosemembran
wurden vorher mit Transferpuffer (25mM Tris, 192 mM Gilycin, 20 % [v/v] Methanol)
befeuchtet. Das Blotten erfolgte mit einer Stromstarke von bis zu 1 A bei konstanter
Spannung von 25 V fir 30 min. Im Anschluss wurde die Membran zur Beurteilung des
Transfererfolgs mit einer Ponceau-Farbelésung (1 % [w/v] Ponceau S, 10 % [v/V]
Essigsaure) fir 1 min gefarbt und anschlieBend mit Wasser entfarbt Durch Blocken der
Membran mit 5 % [w/v] BSA in 1x PBS fir 1 h bei RT wurde eine mdgliche unspezifische
Bindung von Antikdrpern vermindert. Zum spezifischen Nachweis der getaggten viralen
Proteine wurde die Membran mit einem monoklonalen Maus-anti-HA-Antikérper (1:1000
verdinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS, 26183, Invitrogen) und einem monoklonalen
Kaninchen-anti-V5-Antikérper (1:1000 verdinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS, #13202, Cell
Signaling Technology) GOber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Ladekontrolle diente ein
monoklonaler Maus-anti-GAPDH-Antikérper (1:5000 verdlinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS,
ab8245, Abcam). Am Folgetag wurde die Membran 5x mit 0,1 % [v/v] Tween 20 in 1x
PBS (PBST) gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. AnschlieBend wurde
die Membran mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper (IRDye
800 Ziege-anti-Kaninchen-1gG oder IRDye 680 Ziege-anti-Maus-1gG [LI-COR], 1:25.000
verdinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS) flur zwei Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert. Nicht
gebundene Sekundarantikérper wurden durch 5x Waschen mit 1x PBST entfernt. Die
fluoreszenzmarkierten Proteine wurden mit einem Odyssey Infrared Imager (Model 9120,
LI-COR) nachgewiesen. Die Bearbeitung von Western-Blot-Aufnahmen vom Odyssey

Infrared Imager erfolgte mittels Fiji (Open Source).

2.6 Bildgebende Verfahren

2.6.1 Immunfluoreszenz
Fir die Detektion von viralen und zellularen Proteinen mittels Immunfluoreszenz wurden
Zellen in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen, in die vorher ein steriles Deckglaschen

(d12 mm, Th. Geyer) platziert wurde, ausgeséat. Nach Erreichen einer Konfluenz von
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ungefahr 90 % wurden die Zellen entsprechend des Versuches mit (i) Coronaviren
infiziert, (i) mit den Konstrukten zur Uberexpression von nsp3 und nsp4 transfiziert
(Tabelle 4) und/oder (iii) mit Inhibitoren behandelt (Tabelle 2) und nach einer definierten
Zeitspanne mit 3,7 % [v/v] PFA fir mindestens 30 min bei RT fixiert. AnschlieBend wurden
die Zellen 3x mit 1x PBS gewaschen und dann permeabilisiert. Hierbei kamen zwei
unterschiedliche Verfahren zum Einsatz: Fir die Detektion von Proteinen oder
Nukleinsauren wurden die Zellen mit 0,5 % [v/v] Triton X-100 in 1x PBS flr mindestens
30 min bei RT permeabilisiert. Sollten dagegen Lipide (z. B. Ceramide) detektiert werden,
so erfolgte die Permeabilisierung unter Verwendung von 0,5 % [w/v] Saponin (Sigma-
Aldrich) in der Antikdrperlésung. Ein wichtiger Unterschied zwischen Saponin und Triton
als Reagenz flr die Permeabilisierung ist hierbei die Tatsache, dass Saponin selektiv
Cholesterol aus der Zellmembrane entfernt und somit zur Porenbildung fihrt, die den
Eintritt der Antikdrper fir die intrazellulare Farbung erlaubt. Triton X-100 dagegen entfernt
nicht-selektiv Lipide und Proteine aus Membranen und kann somit auch Lipide (also die
Zielmolekule der Immunfluoreszenz in einigen der hier durchgeflhrten Experimente) aus
der Zelle waschen. Nach Permeabilisierung der Zellen wurden die Deckglaschen 3x mit
1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Deckglaschen auf einen Tropfen
Antikdrperlésung (1. Antikdrper 1:100 verdinnt in 3 % [w/v] BSA in 1x PBS), welcher auf
ein Stlck Parafilm in einer feuchten Kammer pipettiert wurde, gelegt und Gber Nacht bei
4 °C inkubiert. Die verwendeten Primarantikdrper in dieser Arbeit sind in Tabelle 16
aufgefihrt und werden bei Verwendung in den Abbildungsbeschriftungen unter dem
jeweiligen Versuch im Ergebnisteil erwahnt. AnschlieBend wurden die Deckglaschen 3x
mit PBS gewaschen und wieder in eine Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen platziert. Hier
erfolgte nun die Inkubation fir 2 h im Dunkeln mit dem passenden Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikdrper (1:500 verdinnt in 3 % [w/v] BSA in 1x PBS, Tabelle
17). Zur Farbung des Zellkerns enthielt die Antikdrperlésung zusétzlich zum 2. Antikdrper
auch 1:1000 verdinntes 4°,6-Diamin-2-phenylindol (DAPI, Sigma-Aldrich). Final wurde
erneut 3x mit 1x PBS gewaschen und die Deckglaschen flir 4 h bei RT im Dunklen mit
Einbettmedium (Prolong Gold, Invitrogen) auf Objekttragern eingebettet. AnschlieBend
konnten die gefarbten Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abschnitt 2.7.2 und 2.7.3)

analysiert werden.
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Tabelle 16: Ubersicht (ber die in dieser Arbeit verwendeten Primédrantikérper fir die
Immunfluoreszenz.

Antikorper Spezies Hersteller(nummer)
a-N HCoV-229E Maus Ingenasa (M.30.HCo.I1E7)
a-N SARS-CoV-2 Maus Invitrogen (MA5-29981)
a-N MERS-CoV Maus Sino Biological (40068-MM10)
a-dsRNA Maus SCICONS English & Scientific Consulting Kift. (J2)
a-Ceramide Maus Enzo (ALX-804-196-2050)
a-HA Maus Invitrogen (26183)
a-V5 Kaninchen Cell Signaling Technologie (#13202)

Tabelle 17: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikérper fiir die
Immunfluoreszenz.

Antikérper Spezies Hersteller(-nummer)
a-mouse Alexa Fluor 488 Ziege Invitrogen (A11001)
a-mouse Alexa Fluor 594 Ziege Invitrogen (A11005)
a-mouse Alexa Fluor 633 Ziege Invitrogen (A21050)
a-rabbit Alexa Fluor 488 Ziege Invitrogen (A11070)
a-rabbit Alexa Fluor 594 Ziege Invitrogen (A32740)

2.7.2 Quantifizierung von fluoreszenzmarkierten Zellen

Um Infektionsraten oder Transfektionseffizienzen objektiv zu quantifizieren, wurden
entsprechende Fluoreszenzmarker und das ImageXpress Pico Automated Cell Imaging
System (Molecular Devices) verwendet. Dieses digitale Mikroskop erkennt automatisiert
die Gesamtzellzahl anhand des DAPI-Signals. Zusétzlich wird automatisiert die Anzahl
an Zellen bestimmt, die positiv fir einen zuvor festgelegten Fluoreszenzmarker sind.
Diese kdnnen mittels des Programms CellReporterXPress (Molecular Devices) in
Relation gesetzt werden wund somit Auskunft UOber Infektionsraten oder

Transfektionseffizienzen einer adharenten Zellpopulation geben.

2.7.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Far die Detektion der subzellularen Lokalisation von Zielstrukturen und -molekilen wurde
ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop SP05 (Leica) verwendet. Zur Analyse der
geférbten Zellen wurden die Laser 405 Diode, Argon, DPSS 561, HeNe594 und HeNe633
verwendet. Mikroskopiert wurde mit einem 63x Immersionsél-Objektiv, wobei jeweils aus
4 Scans ein Durchschnittsbild erstellt wurde. Die Offnung der Lochblende betrug 1 airy
unit (AU), wodurch das beste Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis erhalten werden konnte.
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2.7.4 Bildverarbeitung und Kolokalisationsrate

Konfokalmikroskopische Bilder wurden anhand des Programms LAS-X (Leica) und Imaris
8.4.2 (Bitplane) ausgewertet. Um Kolokalisationsraten zu ermitteln (z.B. die prozentuale
Kolokalisationsrate von dsRNA-Signalen oder HA- oder V5-Tags mit Ceramiden, Eqt-SM
oder der nSMase2) wurden die Bilder mit dem Programm Imaris 8.4.2 (Bitplane) unter
der Verwendung der automatisierten Schwellenwerteinstellung (engl. automatical

threshold settings) ausgewertet.

2.7.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Far die Untersuchung von artifiziell-erzeugten ROs mittels TEM wurden
Huh-7-ACE2-Zellen in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgeséat. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen mit pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5, pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A oder
pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5 _C1701A unter Verwendung von PEl STAR transfiziert
(Abschnitt 2.3.8.). Als Positivkontrolle dienten Zellen, die mit HCoV-229E mit einer MOI
von 3 fur 10 Stunden infiziert wurden. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem
Leervektor pcDNAS.1 transfiziert wurden. 24 Stunden nach Transfektion bzw. 10 Stunden
nach Infektion wurde 1 ml einer Fixierldsung mit 4 % [v/v] PFA und 5 % [v/v] Glutaraldehyd
in PBS zum Zellkulturtiberstand pipettiert und die Zellen flir 1 h vorfixiert. AnschlieBend
wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und die Zellen Gber Nacht mit 2 % [v/v] PFA
und 2,5 % [v/v] Glutaraldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 1 h mit
1 % Tanninsaure (Sigma-Aldrich) bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen von den
Vertiefungen gekratzt und fir 5 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Die fixierten Proben
wurden anschlieBend fir die weitere Bearbeitung an Mitarbeiter der Arbeitsgruppe
Elektronenmikroskopie des Instituts flir Anatomie und Zellbiologie der Justus-Liebig-
Universitat GieBen Ubergeben. Dort erfolgte zunachst ein dreimaliges Waschen der
Proben mit 0,15 M HEPES. AnschlieBend wurden die Proben fir 2 h mit 1 % [v/V]
Osmiumsédure (Merck) inkubiert, welches ein Nachfixieren der Probe, insbesondere der
enthaltenen Lipide, zur Folge hat. Danach wurden die Proben dreimal mit H20
gewaschen, gefolgt von einer Inkubation in 2 % [w/v] Uranylacetat (Merck) Gber Nacht.
Das Uranylacetat dient der Kontrastierung der Proben durch das Einbringen von
Schwermetallen. Nach erneutem Waschen mit H20 erfolgte das Entwéssern der Proben
durch eine Alkoholreihe. Hierfir wurde Ethanol in aufsteigender Konzentration
(30/50/70/80/90/96/100 %) jeweils fur 15 min zu den Proben gegeben. Im Anschluss
erfolgte die Einbettung der Proben in AGAR 100 (Agar Scientific Ltd). Nach Aushérten
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des Agars wurden die Proben unter Verwendung eines Mikrotoms in ultradiinne Schnitte
geschnitten und auf Raster-Grids Ubertragen. Die Proben wurden dann mit Uranylacetat
und einer Blei-(l1)-Citrat-Lésung (Merck) gefarbt. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung
der Proben am Transmissionselektronenmikroskop LEO 906 (Zeiss) mit einer 2 K CCD

Kamera (TRS) bei einer Spannung von 80 kV.

2.7 Sphingolipid-Analyse

Um Veranderungen im Sphingolipidhaushalt zu untersuchen, die durch (i) verschiedene
Coronaviren in verschiedenen Zellsystemen (Huh-7-ACE2, A549-ACE2, A549-CD13 und
MRC-5) oder (i) die Induktion von artifiziellen ROs durch Uberexpression von
HCoV-229E nsp3-4 hervorgerufen werden, wurde der zellulare Sphingolipidgehalt mittels

Massenspektrometrie quantifiziert.

2.7.1 Infektionen fur Sphingolipid-Analyse

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich mdglicher Veranderungen des
zellularen Sphingolipidhaushaltes bei Infektionen mit verschiedenen Coronaviren zu
untersuchen, wurden Huh-7-ACE2-, A549-ACE2, A549-CD13- oder MRC-5-Zellen in
Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. In einer der Vertiefungen wurden vorher
Deckgléser platziert, um spater eine Validierung des Infektionserfolges mittels
Immunfluoreszenz durchfiihren zu kénnen. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 95 %
wurden die Zellen mit dem jeweiligen Coronavirus mit einer MOI von 3 inokuliert.
Tabelle 1 zeigt die Suszeptibilitat der verwendeten Zelllinien flir die hier untersuchten
Coronaviren. Nach 1 h wurde das Inokulationsmedium entfernt und die Zellen einmal mit
FBS-freiem Medium gewaschen. AnschlieBend wurde frisches FBS-freies Medium zu
den infizierten Zellen gegeben. Im Falle der Huh-7-ACE2-Zellen wurden die Zellen bereits
nach 1 hund 6 h p. i. fir die weiteren Untersuchungen aufbereitet (siehe unten). 12 h p. i.
wurde der Uberstand von den Zellen in ReaktionsgefaBe (berfiihrt, um ihn fir eine
spatere Titration mittels Plaque-Assay (Abschnitt 2.2.4.) verwenden zu kdnnen.
Daraufhin wurden die Zellen fir die weiteren Untersuchungen aufbereitet.

Hierfar wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen von
5 Vertiefungen in 1 x PBS unter Verwendung von Zellschabern (Greiner) abgeschabt, in
2-ml-SafeSeal-ReaktionsgeféaBe transferiert und mit 1.000 x g bei 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen in der Vertiefung mit den Deckglasern
mit 3,7 % Paraformaldehyd fixiert (in Vorbereitung auf eventuell nachfolgende

42



Material und Methoden

Immunfluorszenz-Analysen) und bei 4 °C gelagert. Nach Abschluss er Zentrifugation
wurde das PBS von den Zellpellets entfernt. Die Pellets wurden in 500 pl Methanol
(ROTISOLV = 99,95 %, LC-MS Grade, Carl Roth) aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.7.2 Transfektionen flir Sphingolipid-Analyse

Fur die Analyse des Effektes der Uberexpression des nsp3-4 von HCoV-229E auf den
Sphingolipidhaushalt der transfizierten Zellen wurden Huh-7-ACE2-Zellen zunachst in
Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. In einer der Vertiefungen wurden vorher
Deckglaser platziert, um spater eine Validierung des Infektionserfolges mittels
Immunfluoreszenz durchzufihren. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 95 % wurden
die Zellen mit den jeweiligen Konstrukten transfiziert (fiir das Transfektionsprotokoll siehe
Abschnitt 2.3.8.). 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fur die weiteren
Untersuchungen aufbereitet (Abschnitt 2.6.1.).

2.7.3 Sphingolipidisolation und —analyse

Die Analyse der Sphingolipide in den in Methanol gelésten Proben aus Abschnitt 2.6.1
und 2.6.2. erfolgte durch die Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof. Burkhard Kleuser
(Institut fir Pharmazie, Freie Universitat Berlin). Zunachst wurde 1 ml eines Chloroform-
Methanol-Gemischs (1:1 [v/v]) zusammen mit internen Lipidstandards zu den Proben
gegeben. Als interne Lipidstandards dienten d7-dhSph, d7-Sph, d7-S1P, C17:0 Cer
(d18:1/17:0), d31-C16:0 SM (d18:1/16:0-d31), 17:0 Glucosyl(B)-Cer (d18:1/17:0) und
17:0 Lactosyl(B)-Cer (d18:1/17:0) (Avanti Polar Lipids). AnschlieBend wurden die Proben
fir 16 h bei 48 °C und 120 rpm inkubiert. Die Proben wurden daraufhin fir 10 min bei
4 °C gelagert und dann mit 150 pul Kaliumhydroxid (1 M) versetzt. Dieser Schritt diente
der Verseifung der Proben und erfolgte flr 2 h bei 37 °C und 120 rpm. AnschlieBend
wurden die Proben wieder flr 20 min bei 4 °C gelagert, 12 ul Eisessig zu den Proben
pipettiert, gefolgt von einem Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 3.600 rpm und 4 °C. Die
organische Phase wurde abgenommen und in einer Savant SpeedVac (Thermo Fisher)
getrocknet. Die getrockneten Proben wurden in 200 pl eines Acetonitril-Methanol-
Wasser-Gemischs (47,5 [v/V] % Acetonitril, 47,5 % [v/v] Methanol, 0,1 % [v/V]
Ameisensaure) aufgenommen und fir 10 min bei 1.500 rpm geschittelt, gefolgt von einer
Zentrifugation bei 3.600 rpm und 4 °C fur 10 min. Die Analyse der Proben erfolgte
anschlieBend mittels ,high-performance liquid chromatography” (HPLC), gekoppelt an ein
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Triple-Quadrupol  ,time-of-flight* (QTOF) 6495C Massenspektrometer (Agilent

Technologies) unter Verwendung von positiver lonisierung (ESI+).

2.8 Statistik

Statistische Auswertungen wurden in dieser Arbeit mittels Excel 2016 (Microsoft) oder
GraphPad Prism Version 9.2.0 (GraphPad) ausgewertet. Um die Signifikanz von
Unterschieden zwischen verschiedenen Messwerten festzustellen, wurden statistische
Tests aus dem Analysetool der Software GraphPad Prism verwendet. Der jeweils
angewandte statistische Test wird in den Abbildungsbeschriftungen im Ergebnisteil

benannt und die zugehdrigen Signifikanzniveaus (p-Werte) angegeben.
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3. Ergebnisse
3.1 Die Rolle von zellularen Sphingomyelinasen in der Replikation von
Coronaviren

3.1.1 Sphingolipidanalyse von Coronavirus-infizierten Huh-7-ACE2-
Zellen

3.1.1.1 Huh-7-ACE2-Zellen sind ein geeignetes Zellkulturmodell fur die
Infektion mit verschiedenen Coronaviren

Diverse Publikationen der letzten Jahre haben aufgezeigt, dass Viren im
Replikationsverlauf den Lipidstoffwechsel ihrer Wirtszelle deregulieren (118-120). Die
hierdurch veranderten Lipidkonzentrationen haben entscheidenden Einfluss auf zelluléare
Prozesse und Membraneigenschaften und somit auch auf verschiedenste Schritte des
Replikationszyklus von Viren, welche in jedem Schritt des Replikationszyklus auf
Wirtsmembranen angewiesen sind. Speziell flir Sphingolipide wurde hierbei mehrfach,
wie fur verschiedene Vertreter der Flaviviridae gezeigt (129-132), eine wichtige Rolle
beschrieben.

In dieser Arbeit sollte daher zunachst die Frage geklart werden, welche zeitabhangigen
Veranderungen des Sphingolipidhaushaltes durch Infektionen mit verschiedenen
Coronaviren herbeigefuhrt werden. Hierbei sollten vor allem Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zwischen verschiedenen Alpha- (HCoV-229E) und Betacoronaviren
(SARS-CoV-2 und MERS-CoV) festgestellt werden. Grundvoraussetzung fir die
geplante vergleichende Lipidomanalyse sind dabei vergleichbare Replikationskinetiken
und Infektionsraten in einem Zellsystem. Es wurden zunachst Huh-7-ACE2-Zellen

verwendet, da sie von allen drei Viren infiziert werden kbnnen.

Hierbei zeigten alle drei Viren &hnliche Replikationskinetiken in Huh-7-ACE2-Zellen, wie
aus den gemessenen Virustitern im zeitlichen Verlauf ersichtlich ist (Abbildung 10A).
Nach 16 h p. i. wurden fiir alle drei Viren Titer von etwa 1x108 PFU/ml gemessen. Die
Analyse der Infektionsrate erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Die Farbung mit einem
anti-dsRNA-Antikdrper zeigte, dass nach Infektion mit allen drei Viren die ersten dsRNA-
Signale nach 8 h p. i. nachweisbar wurden (Abbildung 10B). Nach 16 h p. i. waren nahezu
alle Zellen, unabhangig vom verwendeten Coronavirus, dsRNA-positiv. Zu diesem

Zeitpunkt waren demzufolge fast alle Zellen der Kultur nachweisbar infiziert.
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Die Ergebnisse bestatigten, dass Huh-7-ACE2-Zellen permissiv fUr die drei verwendeten
Coronaviren sind und zum Zeitpunkt 16 h p. i. vergleichbare Virustiter produzieren und

ahnliche Infektionsraten aufweisen.
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Abbildung 10: Wachstumskinetiken und Bildung von ROs von verschiedenen Coronaviren in ACE2-
tberexprimierenden Huh-7-Zellen (Huh-7-ACE2). Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-
CoV-2 oder MERS-CoV (MOI=3) infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Uberstand von den
Zellen abgenommen und die Virustiter wurden mittels Plaque-Assay bestimmt (A). Zur Detektion der viralen
ROs (B) wurden die Zellen gewaschen, mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert und
anschlieBend mit einem monoklonalen Maus-anti-ds-RNA Antikérper angefarbt (rot). Die Zellkerne wurden
mit DAPI geférbt (blau). Dargestellt sind reprasentative Abbildungen von zwei biologisch unabhangigen
Replikaten. Die dargestellten Messbalken entsprechen 100 pm.
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3.1.1.2 Sphingolipidanalyse der infizierten Huh-7-ACE2 zeigt eine
zeitabhangige Deregulation der Sphingolipidhomodostase

Um den Einfluss verschiedener Schritte des coronaviralen Replikationszyklus auf den
Sphingolipidhaushalt der infizierten Zellen zu untersuchen, wurden drei Zeitpunkte in der
frhen, mittleren und spaten Phase der exponentiellen Virusreplikation untersucht: 1, 6
und 12 h p. i. Als Kontrolle dienten uninfizierte Zellen.

Fir die Validierung der Infektionseffizienz wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten die
Virustiter im Zellkulturliberstand der infizierten Zellen bestimmt. Fir alle drei Viren wurden
12 h p. i. Titer im Bereich von 10° bis 106 PFU/ml nachgewiesen (Abbildung 11A).
Weiterhin wurde die Infektionsrate der Viren in den infizierten Zellen mittels
immunologischer Farbung des viralen N-Proteins untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass Uber 90 % der mit MERS-CoV infizierten Huh-7-ACE2-Zellen N-positiv waren
(Abbildung 11B). Fir SARS-CoV-2 und HCoV-229E wurde dagegen eine etwas
geringerer Anteil (<70 %) N-positiver Zellen gemessen.

Abbildung 11C zeigt die infektionsinduzierten Veranderungen ausgewahlter Lipide im
Vergleich zu uninfizierten Kontrollzellen zu den drei gewahlten Zeitpunkten. Insgesamt
zeigen die hier erhobenen Daten, dass die Infektion mit unterschiedlichen Coronaviren
zu einer vergleichbaren zeitabhangigen Deregulation verschiedener Sphingolipidspezies
fahrt.

Nach 1 h p. i. konnten nur minimale Verdnderungen in den verschiedenen
Sphingolipidspezies detektiert werden. So konnten fir HCoV-229E zu diesem Zeitpunkt
keine signifikanten Anderungen festgestellt werden. Die Infektion mit MERS-CoV fiihrte
nur zu einer einzigen signifikanten Anderung nach 1 h p. i., ndmlich einer Reduktion von
dhSM 20:0. Auffallig ist eine signifikante Hochregulation von zwei Cer-Spezies in den
SARS-CoV-2-infizierten Zellen nach 1 h p. i., die nach Infektion mit den beiden anderen
Coronaviren nicht nachgewiesen werden konnte. AuBerdem konnte eine signifikante
Herabregulation von einzelnen dhCer-, dhSM- und SM-Spezies nachgewiesen werden.
6 h p. i. konnte infolge der Infektion mit den drei Viren ein Anstieg mehrerer dhCer- und
Cer-Spezies detektiert werden. Am deutlichsten waren diese Verdnderungen in den
SARS-CoV-2-infizierten Zellen. Die Cer-Spezies Cer 24:0 und Cer 24:1 wurden infolge
der Infektion mit jedem der drei Viren signifikant hochreguliert, was ein erster Hinweis auf

einen konservierten Mechanismus innerhalb der Coronaviren ist.
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Nach 12 h p. i. konnten die deutlichsten Veranderungen der Sphingolipidspiegel infizierter
Zellen festgestellt werden. Fir HCoV-229E konnte eine signifikante Veranderung von 26
Sphingolipidspezies beobachtet werden, fir SARS-CoV-2 von 28 und fiir MERS-CoV von
26 Sphingolipidspezies. Hervorzuheben ist dabei, dass die Infektion mit allen drei Viren
Ubereinstimmend eine Hochregulation von Cer und dhCer nach 12 hpi zur Folge hatte,
wahrend fir SM eine Herabregulation bestatigt wurde. Weiterhin konnte eine
Herabregulation von LacCer nach Infektion mit allen drei Viren festgestellt werden. Es
konnten jedoch auch Unterschiede zwischen den drei Coronaviren nachgewiesen
werden. Die Infektion mit HCoV-229E flihrte zu einer signifikanten Reduktion
verschiedener dhSM-Spezies, die jedoch nicht in vergleichbarer Weise flir Zellen
nachweisbar war, die mit den anderen beiden Coronaviren infiziert worden waren. Es
konnte auBerdem gezeigt werden, dass Infektionen mit SARS-CoV-2 zu einem Anstieg
von HexCer 16:0 filhren, wahrend bei den anderen beiden Coronaviren keine Anderung
im Vergleich zu uninfizierten Zellen festgestellt wurde. Hingegen flhrten Infektionen mit
HCoV-229E und MERS-CoV zu einer signifikanten Absenkung von HexCer 24:1,
wahrend die Infektion mit SARS-CoV-2 keinen Effekt hatte.

Um Ubereinstimmende Deregulationsmuster des Sphingolipidhaushaltes coronavirus-
infizierter Zellen graphisch darzustellen, wurden Venn-Diagramme erstellt (Abbildung
11D). Die Venn-Diagramme verdeutlichen die bereits beschriebene Beobachtung, dass
die Infektion mit allen drei Viren zu einer Hochregulation von bestimmten Cer- und dhCer-
Spezies fuhrt, wahrend SM-Spezies herabreguliert wurden.

Dieser Effekt deutet auf eine Beteiligung von SMasen hin. SMasen sind zellulare Enzyme,
die die Hydrolyse von SM zu Cer und Phosphorylcholin katalysieren. Eine vermehrte
Produktion oder Aktivierung von SMasen infolge der Coronavirus-Infektion wéare eine
Erklarungsmaéglichkeit fir den beobachteten Phanotyp der Cer-Erhéhung und SM-
Reduktion. Die mégliche Beteiligung von SMasen an der Infektion und Replikation von

Coronaviren wurde daher in einem weiteren Schritt ndher untersucht.
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Virustiter [pfu/ml]

S1P

dhSph

Sph

dhCer 16:0
dhCer 18:0
dhCer 20:0
dhCer 22:0
dhCer 24:0
dhCer 24:1
dhCer total
Cer 16:0
Cer 18:0
Cer 20:0
Cer 22:0
Cer 24.0
Cer 24:1
Cer total
dhSM 16:0
dhSM 18:0
dhSM 20:0
dhSM 22:0
dhSM 24:0
dhSM 24:1
dhSM total
SM 16:0
SM 18:0
SM 20:0
SM 22:0
SM 24:0
SM 24:1
SM total
HexCer 16:0
HexCer 24:1
HexCer total
LacCer 16:0
LacCer 24:1
LacCer total
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Abbildung 11: Analyse des Sphingolipidoms coronavirus-infizierter Huh-7-ACE2-Zellen.
Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3). Als Kontrolle
dienten uninfizierte Zellen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
pelletiert und in Methanol aufgenommen. Nach 12 h p. i. wurden die Ubersténde fir die Titerbestimmung
mittels Plaque-Assay (A) abgenommen. Parallel wurden infizierte Zellen in einer separaten Vertiefung
gewaschen und mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert fir die weitere Untersuchung
mittels Immunfluoreszenz (B). Zur Detektion des coronaviralen N-Proteins wurden monoklonale Maus-
Antikérper gegen das N-Protein des jeweiligen CoVs verwendet (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt (blau). Unter dem jeweiligen reprasentativen Bild ist die relative Anzahl N-positiver Zellen in %
angegeben. Die GréBe des Messbalkens entspricht 100 um. (C) Fir die eigentliche Sphingolipidanalyse
wurden die extrahierten Lipide mittels HPLC-MS/MS analysiert. Zur Quantifizierung dienten deuterierte
Sphingolipide als interne Standards. Die erhaltenen Daten wurden auf den Gesamtlipidgehalt normalisiert
und die Anderung zur unbehandelten, uninfizierten Kontrolle berechnet. Die dargestellten Heatmaps zeigen
die log2-fachen Verédnderungen der Sphingolipid-Spezies zwischen infizierten und nicht infizierten Proben
von 5 Messwerten (aus 2 biologisch unabhangigen Replikaten). Fett markierte und mit einem Stern
gekennzeichnete Zahlenwerte entsprechen einer signifikanten Veradnderung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (P<0,05, one-way ANOVA, Dunnett-Test flr mehrere Vergleiche). (D) Venn-
Diagramme zur Darstellung von Sphingolipidspezies, die 12 h p. i. bei Infektionen mit einem der drei

Coronaviren tbereinstimmend als signifikant hoch- bzw. runterreguliert bestatigt wurden.

3.1.2 Untersuchung der Effekte von pharmakologischer und
genetischer Inhibition von SMasen auf die Replikation von Coronaviren
3.1.2.1 Pharmakologische Inhibition von SMasen zeigt
unterschiedliche Abhéangigkeit der coronaviralen Replikation von
SMasen

Das Verhaltnis von SM zu Cer ist von wesentlicher Bedeutung flr die biophysikalischen
Eigenschaften von zellularen Membranen. Auf zelluldrer Ebene wird dieses Verhaltnis
unter anderem durch die SMasen reguliert, die die hydrolytische Spaltung von SM zu Cer
und Phosphorylcholin katalysiert. Aufgrund der zentralen Bedeutung der SMasen wurden
in den letzten Jahren verschiedene Inhibitoren entwickelt, die die Aktivitat
unterschiedlicher SMasen blockieren. Fur viele dieser Inhibitoren konnte bereits eine
antivirale Wirkung gezeigt werden, unter anderem fir die funktionalen Inhibitoren der
aSMase (FIASMAs, Beispiele: Amitryptilin, Desipramin, Fluoxetine) (162-164) und
Inhibitoren der verschiedenen nSMasen (Beispiele: GW4869, PDDC) (200, 211-213).
Aufgrund der Vermutung, dass SMasen eine Rolle in der Replikation von Coronaviren
haben, wurden verschiedene SMase-Inhibitoren auf ihre antivirale Wirkung getestet:
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(i) Far die Inhibition der aSMase wurden die Molekile ARC39 und PCK310 verwendet,
welche von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christoph Arenz (Institut far Chemie,
Humboldt-Universitat zu Berlin) entwickelt wurden.

(i) FUr die Inhibition der nSMasen wurden die Molekile GW4869 und PDDC verwendet.
GW4869 ist ein nichtkompetitiver, unspezifischer Inhibitor der nSMasen 1, 2 und 3 (179,
205, 206), wahrend PDDC ein nichtkompetitiver, selektiver Inhibitor der nSMase2 ist
(207).

Zunachst wurde die Zytotoxizitat der verschiedenen Inhibitoren in Huh-7-ACE2-Zellen
untersucht. Hierflr wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren
behandelt und anschlieBend mittels MTT-Assay die metabolische Aktivitat der Zellen
untersucht. Durch Vergleich mit einer unbehandelten Kontrolle kann somit festgestellt
werden, ob die Inhibitoren die Zellviabilitat reduzieren und somit auch unabhangig von
ihrer eigentlichen (spezifischen) Funktion einen negativen Einfluss auf die virale
Replikation durch mdgliche zytotoxische Nebeneffekte haben.

FiOr den aSMase Inhibitor ARC39 konnte bei einem Behandlungszeitraum von 24 h kein
zytotoxischer Effekt auf die Zellen bis zu einer Konzentration von 100 uM festgestellt
werden (Abbildung 12). Gleiches gilt fir den Inhibitor PCK310, jedoch wurde dieser nur
bis zu einer Konzentration von 1 uM getestet und verwendet, da hier eine bessere
Aufnahme durch die Zellen zu erwarten war (Christoph Arenz, persénliche Mitteilung).
Die beiden Inhibitoren der nSMasen GW4869 und PDDC wurden mit Konzentrationen bis
maximal 100 pM im MTT-Assay getestet (Abbildung 12). Fir GW4869 konnte keine
Zytotoxizitat im verwendeten Konzentrationsbereich nachgewiesen werden, wahrend fur
PDDC in den Huh-7-ACE2-Zellen ein CCso-Wert von 72,29 uM festgestellt wurde. Daher
wurde fir die antivirale Testung von PDDC eine Konzentration von maximal 10 pM

verwendet.
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Abbildung 12: Bestimmung der Zellviabilitdt von Huh-7-ACE2-Zellen nach Behandlung mit den
verwendeten SMase-Inhibitoren. Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von
Inhibitoren der aSMase (A) und Inhibitoren der nSMase (B) fir 24 h behandelt. Die Zellviabilitdt wurde
anschlieBend mittels MTT-Assay bestimmt. Aus den erhaltenen Messwerten (n = 8) fir die behandelten
und unbehandelten Zellen wurde ein Quotient gebildet, der hier in einer Prozentdarstellung mit der
zugehdorigen Standardabweichung (SD) gezeigt wird.

Nach der Bestimmung der Konzentrationsbereiche, in denen die Inhibitoren der SMasen
keine Zytotoxizitat zeigten, wurden die Inhibitoren auf potenzielle antivirale Effekte
untersucht. Als Positivkontrolle wurden hierbei unbehandelte, infizierte Zellen verwendet.
Fiar HCoV-229E und MERS-CoV konnte keine Reduktion der viralen Titer bei
Verwendung der aSMase-Inhibitoren ARC39 oder PCK310 nachgewiesen werden
(Abbildung 13). Beide Inhibitoren reduzierten jedoch die Replikation von SARS-CoV-2

mit der héchsten verwendeten, nichttoxischen Konzentration signifikant.
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Abbildung 13: Effekt der Inhibitoren der aSMase auf die virale Replikation von verschiedenen
Coronaviren in Huh-7-ACE2-Zellen. Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder
MERS-CoV infiziert (MOI=0,1). Nach einer Stunde Inokulation wurde der Uberstand abgenommen und
durch frisches Medium mit den angegebenen Konzentrationen von entweder ARC39 oder PCK310 ersetzt.
Nach 24 h p. i. wurden die Uberstéande abgenommen und die Virustiter mittels Plaque Assay bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens zwei unabh&ngigen biologischen Replikaten mit den
zugehdrigen Standardabweichungen. Unterschiede zwischen den behandelten Proben und der
unbehandelten Kontrolle wurden mittels t-test bestimmt (* P<0,05).

Im Gegensatz zu den oben gezeigten Daten zu den aSMase-Inhibitoren zeigten die hier
verwendeten Inhibitoren der nSMasen einen antiviralen Effekt auf alle drei Coronaviren
(Abbildung 14). Der unspezifische nSMase-Inhibitor GW4869 sowie der selektive
nSMase2-Inhibitor PDDC reduzierte bei Verwendung der hdchsten Konzentration die
Titer von allen drei Coronaviren statistisch signifikant. Dieser inhibierende Effekt war am
starksten bei SARS-CoV-2 ausgepragt; hier flihrte der Einsatz von 10 uM PDDC zu einer
Reduktion der Titer um zwei Logstufen. Auch konnte bei Einsatz der nachstniedrigeren
Konzentration von 5 puM eine statistisch signifikante Reduktion der SARS-CoV-2-
Replikation festgestellt werden. Der Einsatz von 5 uM PDDC verursachte bei HCoV-229E
und MERS-CoV dagegen keine erkennbare Veranderung der viralen Titer.
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Abbildung 14: Effekt der Inhibitoren der nSMasen auf die virale Replikation von verschiedenen
Coronaviren in Huh-7-ACE2-Zellen. Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder
MERS-CoV infiziert (MOI=0,1). Nach einer Stunde Inokulation wurde der Uberstand abgenommen und
durch frisches Medium mit GW4869 oder PDDC in den angegebenen Konzentrationen ersetzt. Nach 24 h
p. i. wurden die Uberstdnde abgenommen und die Virustiter mittels Plaque-Assay bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen biologischen Replikaten mit den zugehdrigen
Standardabweichungen. Unterschiede zwischen den behandelten Proben und der unbehandelten Kontrolle
wurden mittels t-test bestimmt (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).

Die gewonnenen SMase-Inhibitor-Daten unterstiitzen in ihrer Gesamtheit die Hypothese,
dass bestimmte zellulare SMasen die coronavirale Replikation beeinflussen. W&hrend
eine Inhibition von nSMasen zu einer Titerreduktion aller drei verwendeten Viren flihrte,
reduzierte eine Inhibition der aSMase ausschlieBlich die Replikation von SARS-CoV-2.
Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass es — hinsichtlich ihrer Abhangigkeit von
zellularen SMasen — Unterschiede zwischen verschiedenen Coronaviren gibt.

Um dieses Ergebnis zu validieren und etwaige unspezifische Effekte der Inhibitoren
ausschlieBen zu kbénnen, wurden als nachstes mogliche Effekte von genetischen
Knockdowns von SMasen auf die Replikation von Coronaviren untersucht.
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3.1.2.2 Knockdown der zellularen SMasen vermindert die Vermehrung
von MERS-CoV und SARS-CoV-2

Um den Einfluss von genetischen Knockdowns von SMasen auf die Replikation von
Coronaviren zu untersuchen, wurden spezifische siRNAs fiir die einzelnen SMase-
codierenden Transkripte verwendet (Tabelle 11). Als Positivkontrolle wurden siRNAs
verwendet, die die mRNAs von coronaviralen Eintrittsrezeptorproteinen als Ziel hatten
(z.B. CD13 fir HCoV-229E, ACE2 fir SARS-CoV-2 und DPP4 fir MERS-CoV). Die
MISSION siRNA-Universal-Negativkontrolle wurde als Negativkontrolle genutzt, welche
aus kurzen RNA-Abschnitten besteht, die keine relevante Homologie zu humanen Genen

aufweisen.

Zunachst wurde die Effizienz des Knockdowns fur jede verwendete siRNA mittels RT-
gPCR untersucht. Hierfiir wurden die Huh-7-ACE2-Zellen mit den siRNAs transfiziert, die
zelluldre Gesamt-RNA nach einem definierten Zeitraum isoliert und anschlieBend mittels
RT-gPCR die spezifischen Transkripte quantifiziert. Es konnte fir alle verwendeten
siRNA eine statistisch signifikante Reduktion der ausgewahlten Ziel-Transkripte

nachgewiesen werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Validierung des siRNA-induzierten Knockdowns von Transkripten, die fiir
Sphingomyelinasen oder coronavirale Rezeptorproteine kodieren.Huh-7-ACE2-Zellen wurden direkt
nach Aussaat mit 100 nM der korrespondierenden siRNA (50 nM im Fall von CD13) in Kombination mit
dem Transfektionsreagenz Lipofectamine RNAIMAX transfiziert. Nach 48 h p. t. (24 h im Fall von nSMase2)
wurde die zelluldre Gesamt-RNA mittels Qiagen-RNeasy-Mini-Kit isoliert. Zur Quantifizierung der zellularen
RNA wurde eine RT-gPCR durchgefiihrt und die erhaltenen C+-Werte auf ein sogenanntes ,housekeeping*-
Gen normalisiert. Mittels AA-Ct-Methode wurden die relativen Expressionslevel im Vergleich zur
Negativkontrolle bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen biologischen Replikaten
(n=3) mit den zugehdrigen Standardabweichungen. Unterschiede zwischen den spezifischen siRNAs und
der Negativkontrolle wurden mittels t-Test statistisch analysiert (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0.001; ****
P<0,0001).

Um den Effekt der siRNAs auf die Vermehrung von Coronaviren zu untersuchen, wurde
ein Immunfluoreszenz-basierter Assay etabliert. Hierflr wurden die Huh-7-ACE2-Zellen
mit den fir SMasen-spezifischen siRNAs und den siRNAs fir Positiv- sowie
Negativkontrolle transfiziert und infiziert. Die infizierten Zellen wurden fixiert und das
virale N-Protein immunologisch angefarbt und mittels ImageXpress Pico quantifiziert
(Abbildung 16).

Die Infektion mit HCoV-229E konnte nur bei Verwendung der CD13-spezifischen siRNA
statistisch signifikant reduziert werden. Der Einsatz von SMase-spezifischen siRNA hatte
dagegen keinen reproduzierbaren negativen Effekt auf die Vermehrung von HCoV-229E.
Somit konnte der beobachtete inhibierende Effekt der nSMase-Inhibitoren auf die HCoV-
229E Replikation mit den siRNA nicht bestatigt werden (vgl. Abbildung 14).

Infektionen mit SARS-CoV-2 konnten sowohl durch die ACE2-spezifische siRNA als auch
alle SMase-spezifischen siRNAs signifikant reduziert werden. Somit konnte bestatigt
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werden, dass sowohl die aSMase als auch die verschiedenen nSMasen einen positiven
Effekt auf die Vermehrung von SARS-CoV-2 haben.

Infektionen mit MERS-CoV konnten durch Einsatz der aSMase-spezifischen siRNA nicht
reduziert werden. Nur die Verwendung der DPP4-spezifischen sowie der
nSMase2-spezifischen siRNA verminderten die MERS-CoV-Replikation statistisch
signifikant. Auch dieses Resultat steht im Einklang mit den Daten vorangegangener
Experimente, bei der die pharmakologische Inhibition der nSMase2, aber nicht der
aSMase, eine Reduktion von MERS-CoV-Titern zur Folge hatte (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 16: Effekt des siRNA-Knockdowns von SMasen auf die Reproduktion von Coronaviren.
Huh-7-ACE2-Zellen wurden direkt nach Aussaat mit 100 nM der korrespondierenden siRNA (50 nM im Fall
von CD13) in Kombination mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine RNAIMAX transfiziert. 48 h p. t.
wurden die Zellen mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=0,1). 12 h p. i. wurden die
Zellen mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert fiir die weitere Auswertung mittels
Immunfluoreszenz. Zum Nachweis des coronaviralen N-Proteins (griin) wurden monoklonale Maus-anti-N-
Antikdrper verwendet sowie ein fluoreszenzmarkierter Sekundarantikdrper (Alexa-Fluor-488-gekoppelter
Ziege-anti-Maus-lIgG-Antikdrper). Die Zellkerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). Die Quantifizierung der
N-positiven Zellen erfolgte dann mit dem automatisierten Zell-lmaging-System ImageXpress Pico.
Unterschiede zwischen den mit spezifischen siRNAs behandelten Zellen und der Kontroll-siRNA wurden
mittels t-Test statistisch ausgewertet (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).

Die gewonnenen Daten lassen den Schluss zu, dass eine pharmakologisch oder
genetisch ausgeléste Verminderung der aSMase-Aktivitdt oder -Expression die
Replikation von SARS-CoV-2 negativ beeinflusst, wahrend sie keine erkennbare
Auswirkung auf die Replikation von HCoV-229E und MERS-CoV hat. Somit scheint die
aSMase-vermittelte Umwandlung von SM zu Cer nur fir die Replikation von SARS-CoV-2
von Bedeutung zu sein. Welcher Unterschied urséchlich fir diese unterschiedliche
Abhangigkeit der Coronaviren von der aSMase ist, wird in dieser Arbeit nicht weiter
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untersucht. Stattdessen liegt der Fokus auf der nSMase2, da hier fur alle drei Viren
gezeigt werden konnte, dass die pharmakologische Inhibition dieses Enzym zu einer
verminderten Replikation fiihrt. Diese Schlussfolgerung konnte fir SARS-CoV-2 und
MERS-CoV durch siRNA-Daten zusatzlich gestitzt werden. Hingegen hatte keine der
verwendeten siRNAs einen messbaren Einfluss auf die Vermehrung von HCoV-229E.

3.1.2.3 Inhibition der nSMase2 beeinflusst einen Schritt in der
Virusreplikation nach dem Viruseintritt, jedoch vor der Freisetzung
neugebildeter Viruspartikel

Nachdem erste Untersuchungen auf eine potentielle Beteiligung der nSMase?2 in der
Replikation von Coronaviren hindeuteten, wurde als nachstes die Rolle dieses Enzyms
im Replikationszyklus naher untersucht. Hierfir wurden in einem Experiment
HCoV-229E-infizierte Zellen (MOI=3) fir definierte Zeitintervalle mit dem selektiven
nSMase2-Inhibitor PDDC (10 uM) behandelt (Abbildung 17A). Mégliche Effekte auf die
Virusreplikation sollten Hinweise darauf geben, an welchem Schritt des viralen
Replikationszyklus die Aktivitat der nSMase2 beteiligt sein kdnnte. Um gewahrleisten zu
kénnen, dass sdmtliche im Infektionsverlauf freigesetzten Viruspartikel fir die Titrationen
verwendet wurden, wurden alle im Verlauf des Experiments abgenommenen
Zelltiberstande gesammelt und am Ende des Versuchs mit dem zugehérigen Uberstand
am Zeitpunkt 12 h p. i. vereinigt. Mit diesem Pool wurden dann die Titrationen
durchgefihrt, um die Uber den Gesamtverlauf freigesetzten infektidsen Virionen

bestimmen zu kénnen. Als Kontrolle dienten unbehandelte infizierte Zellen.

Es konnte festgestellt werden, dass die Behandlung von Zellen mit PDDC fir einen
Zeitraum kurz vor bis kurz nach der Infektion (-2-2 h p. i.) zu keiner signifikanten
Reduktion der Virustiter fiihrte (Abbildung 17B). Ebenfalls keine Anderung konnte fiir eine
Behandlung mit PDDC zu einem spéaten Zeitpunkt im Infektionsverlauf (8-12 h p. i.)
detektiert werden. Fur samtliche gewahlten Zeitintervalle der PDDC-Zugabe zwischen 0
und 10 h p. i. konnte dagegen eine signifikante Reduktion der Virustiter von HCoV-229E
festgestellt werden. Aus diesem Resultat kann geschlussfolgert werden, dass frihe
Schritte des Infektionszyklus, wie z. B. Virusbindung an die Wirtszelle und Viruseintritt,
sowie spate Schritte, wie die Bildung neuer infektidser Viruspartikel oder die Freisetzung
neuer Viruspartikel, nicht von einer Hemmung der nSMase2-Aktivitdt durch PDDC

betroffen sind. Stattdessen deutet die signifikante Reduzierung von Virustitern zwischen
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0 und 10 h p. i. auf einen Schritt direkt nach dem Viruseintritt hin, der Gber einen Zeitraum

von mehreren Stunden ablauft und im spéaten Infektionsverlauf bereits abgeschlossen ist.
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Abbildung 17: Virusreplikation von HCoV-229E bei zeitabhédngiger Gabe von PDDC.
Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI=3) infiziert. In den angegebenen Zeitrdumen wurden die
infizierten Zellen in Medium mit PDDC (10 uM) kultiviert. AnschlieBend wurde das PDDC-haltige Medium
mit frischem Medium ersetzt. Am Ende des Experiments (12 h p. i.) wurden die aus den jeweiligen
Versuchsansdtzen gesammelten Uberstdnde vereinigt, und die Virustiter in diesen gepoolten
Zellkulturuberstanden wurden mittels Plaque-Assay bestimmt. Unterschiede zwischen PDDC-behandelten
(weiBe Balken) und unbehandelten (grauer Balken) HCoV-229E-infizierten Zellen aus vier unabhangigen

Experimenten wurden mittels t-Test bestimmt (* P<0,05).
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3.1.24 Der nSMase2-Inhibitor PDDC reduziert die Bildung

coronaviraler ROs

Die Bildung von viralen ROs findet nach Viruseintritt und Synthese der viralen
Nichtstrukturproteine statt und geht mit massiven Umstrukturierungen von Membranen
der infizierten Wirtszelle einher. Es konnte bereits flr verschiedene Flaviviren gezeigt
werden, dass Cer wichtige Bestandteile der neugebildeten viralen ROs sind (129, 132).
Daher wurde im nachsten Schritt untersucht, ob die Inhibition der nSMase2 durch PDDC
die Bildung von coronaviralen ROs negativ beeinflusst. Hierfir wurden
Huh-7-ACE2-Zellen mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV mit einer MOI von 3
infiziert. Nach 1 h p. i. wurde das Inokulationsmedium abgenommen und frisches Medium
mit 10 uM PDDC dazugegeben. Als Positivkontrollen dienten zwei Inhibitoren, die
nachweislich die Bildung coronaviraler ROs beeinflussen: (i) Py-2, ein Pyrrolidin-Derivat,
das die zytosolische Phospholipase 2a inhibiert und so die Ausbildung von ROs
verschiedenster +ssRNA-Viren blockiert (127). (ii) K22, welches mittels eines noch
unbekannten Mechanismus die Bildung von nidoviralen und flaviviralen ROs inhibiert (60,
214). Als Negativkontrolle dienten unbehandelte infizierte Zellen. Die Zellen wurden nach
8 h p. i. fixiert und anschlieBend mit einem Antikérper gegen dsRNA gefarbt, welcher als
Marker fur virale ROs diente.

Die Analyse der Immunfluoreszenz (dargestellt durch reprasentative Bilder in
Abbildung 18) ergab wie erwartet eine Reduktion von dsRNA-Signalen in infizierten
Zellen nach Behandlung mit Py-2 oder mit K22. Auch die Verwendung von PDDC flihrte
zu einer erkennbaren Reduktion des Anteils dsRNA-positiver Zellen.
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Abbildung 18: Effekt von PDDC sowie bekannten Inhibitoren der coronaviralen RO-Bildung auf die
Anzahl RO-positiver Zellen nach Infektion. Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2
oder MERS-CoV infiziert (MOI=3). Nach einer Stunde Inokulation wurde der Uberstand abgenommen und
durch frisches Medium mit K22 (40 uM), Py-2 (20 uM) oder PDDC (10 uM) ersetzt. Nach 8 h p. i. wurden
die Zellen mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion der viralen ROs
wurde ein monoklonaler Maus-anti-dsRNA-Antikdrper verwendet (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt (blau).

Um den inhibierenden Effekt auf die Bildung der viralen ROs zu quantifizieren und die
Auswirkungen des Einsatzes verschiedener Inhibitoren miteinander zu vergleichen,
wurden die Signale fir dsRNA mittels ImageXpress Pico quantifiziert. AnschlieBend
wurden die relativen Anderungen der Anzahl RO-positiver Zellen nach Inhibitor-
Behandlung im Vergleich zu unbehandelter Kontrolle berechnet. Abbildung 19 zeigt, dass
alle drei Inhibitoren die Anzahl RO-positiver Zellen nach Infektion mit einem der drei
Coronaviren statistisch signifikant reduzierten. Es kann somit geschlussfolgert werden,
dass eine Hemmung der nSMase-Aktivitat durch PDDC die Bildung von coronaviralen
ROs blockiert. Die beobachteten Effekte waren vergleichbar mit denen der beiden
Kontrollsubstanzen (K22, Py-2), die — wie bereits erwahnt — die RO-Bildung durch andere
Mechanismen blockieren kénnen. In ihrer Gesamtheit unterstitzen diese Daten die
postulierte funktionelle Bedeutung der nSMase-Aktivitat fir eine effiziente Bildung von
ROs im Laufe der coronaviralen Infektion.
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Abbildung 19: Quantifizierung der Effekte von PDDC auf die die Bildung von ROs nach Infektion.
Quantifizierung des Anteils RO-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl. Die Anzahl dsRNA-positiver Zellen
wurden mittels Pico ImageXpress automatisch bestimmt und auf die Gesamtzahl der gezéhlten Zellen
normalisiert. Unterschiede zwischen behandelten (farbige Balken) und unbehandelten (grauer Balken)
infizierten Zellen aus drei unabhangigen Experimenten wurden mittels t-Test bestimmt (* P<0,05; **
P<0,01***; P<0,001; **** P<0,0001).

3.1.3 Nachweis der nSMase2 und Cer in coronaviralen ROs
3.1.3.1 Cer kolokalisieren mit coronaviralen ROs

Die erhobenen Daten zeigten (wie oben dargestellt) eine zeitabhangige Hochregulierung
von Cer im Infektionsverlauf sowie eine mdgliche Beteiligung der nSMase2 an der
Bildung coronaviraler ROs. Um die daraus resultierende Hypothese zu validieren, dass
Cer (als Produkt der nSMase2) ein Bestandteil coronaviraler ROs ist, wurden weitere
Experimente durchgefihrt. Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2
oder MERS-CoV infiziert und nach 8 h p. i. fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
einem Antikérper angeférbt, der verschiedene endogene Cer-Spezies spezifisch
nachweist. FUr den Nachweis der viralen ROs wurde erneut der dsRNA-AntikGrper
verwendet. Fir die Permeabilisierung der Zellen wurde dabei Saponin benutzt. Saponin
hat gegenlber Triton den Vorteil, dass es ausschlieBlich und selektiv Cholesterol aus der
Membran entfernt, wahrend andere Lipide und auch Proteine erhalten bleiben.

Es konnte fir alle drei Coronaviren gezeigt werden, dass die gebildeten ROs mit Cer
kolokalisieren (Abbildung 20). Es konnten Kolokalisationsraten von tGber 75 % fir jedes
der drei Viren gezeigt werden. AuBerdem ergaben die Experimente eine Anreicherung
von Cer-Spezies in der perinukledren Region, in welcher sich auch die viralen ROs

befinden. In uninfizierten Zellen konnte dagegen eine diffuse Verteilung von Cer in der
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gesamten Zelle festgestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass (bereits
vorhandene) zellulare Cer relokalisieren und in die ROs eingebaut werden und/oder Cer
in gréBerem Umfang neu gebildet werden missen, insbesondere an den fir die RO-
Bildung genutzten Membranbereichen.

Kolokalisations
Ubersicht ROs (dsRNA) Uberlagerung -kanal
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Abbildung 20: Lokalisation von Coronavirus-induzierten ROs im Vergleich mit Ceramiden. Huh-7-
ACE2-Zellen wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und nach 8 h p. i.
mit 3,7 % PFA fixiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 0,5 % Saponin permeabilisiert. Zur Detektion der
viralen ROs wurde ein monoklonaler Maus-anti-dsRNA-Antikbrper verwendet, an den ein
fluoreszenzmarkierter Sekundarantikdrper (Alexa-Fluor-488-gekoppelter Ziege-anti-Maus-1gG-Antikérper,
rot) gekoppelt wurde. Die Detektion von Ceramiden erfolge durch Verwendung eines monoklonalen
Ceramid-spezifischen Antikdrpers (grin). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). Die dargestellten
Zellen werden in den Ubersichtsbildern durch Markierungen hervorgehoben (weiBe Kéasten). Fir die
Uberlagerten Bilder wurden Kolokalisationssignale und -raten (in %) bestimmt. Dargestellt sind
reprasentative Bilder von drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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3.1.3.2 SM kolokalisiert nicht mit coronaviralen ROs

Die nSMase?2 katalysiert (wie alle SMasen) die Hydrolyse von SM zu Cer. Aufgrund der
erhaltenen starken Hinweise auf eine Beteiligung der nSMase2 an der Bildung von
coronaviralen ROs (Abschnitt 3.1.2.4) und der nachgewiesenen Kolokalisation von Cer
und ROs (Abschnitt 3.1.3.1) wurde in einem weiteren Schritt die Lokalisierung von SM
wahrend der Bildung von ROs untersucht. Hierfiir wurden Huh-7-ACE2-Zellen mit einem
Konstrukt transfiziert, dass fir eine inaktive Form des Equinatoxins Il (Eqt) kodiert. Das
Eqt gehdrt zur Familie der Actinoproteine, einer Gruppe von porenbildenden Toxinen,
welche von Seeanemonen gebildet werden (215). Das Eqt erkennt spezifisch SM-reiche
Membranen und bildet nach Oligomerisierung eine Pore in der Zellmembran, was zur
Lyse der betroffenen Zelle fuhrt. Das hier verwendete Eqt-Expressionskonstrukt codiert
flr eine Variante des Toxins, die Uber keine zytolytische Aktivitat verfligt, aber weiterhin
die SM-Bindungsdomane enthalt. Dadurch eignet sich dieses Protein mit einem oxGFP-
Tag als spezifischer Marker zur Lokalisation von intrazellularem SM (210, 216).

Zur Lokalisation von SM wéahrend der Infektion wurden die Zellen 48 h nach Transfektion
der pC4-ss-FM4-Eqt-oxGFP-Plasmid-DNA mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-
CoV infiziert und 8 h p. i. fixiert. Zur Anfarbung der viralen ROs wurde erneut der dsRNA-
Antikdérper verwendet. Die ROs von allen drei Coronaviren zeigten keine Kolokalisation
mit dem durch Eqgt-markierten SM (Abbildung 21); die Kolokalisationsraten lagen bei
unter 2,5 %. Wahrend die dsRNA-Signale (wie erwartet) punktuell in der perinuklearen
Region detektiert wurden, konzentrierte sich das GFP-Signal in einer anderen Region der
Zelle (vermutlich dem Golgi-Komplex) und wurde von der Infektion nicht erkennbar
beeinflusst. Zusammenfassend scheint SM, im Gegensatz zu Cer, nicht mit coronaviralen
ROs assoziiert zu sein.
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Abbildung 21: Lokalisation von Coronavirus-induzierten ROs im Vergleich mit Sphingomyelin.
Huh-7-ACE2-Zellen wurden direkt nach Aussaat mit 0,75 pg pC4-ss-FM-Eqt-SM-oxGFP (grin) in

Kombination mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 transfiziert. Das dadurch gebildete Eqt-
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SM-oxGFP diente dem Nachweis von intrazellularem SM. Nach 48 h p. t. wurden die Zellen mit
HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und nach 8 h p. i. mit 3,7 % PFA + 0,5 %
Triton-X100 fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion der viralen ROs wurde ein monoklonaler Maus-anti-
dsRNA-Antikdrper verwendet (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die dargestellten
Zellen werden in den Ubersichtsbildern durch Markierungen hervorgehoben (weiBe Kéasten). Fir die
Uberlagerten Bilder wurden Kolokalisationssignale und -raten (in %) bestimmt. Dargestellt sind
reprasentative Bilder von drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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3.1.3.3 Die nSMase2 kolokalisiert mit coronaviralen ROs, unabhangig
von ihrer Aktivitat

Nachdem gezeigt wurde, dass Cer, nicht jedoch SM, mit coronaviralen ROs kolokalisiert,
sollte geklart werden, ob die nSMase2, welche fir die Umwandlung von SM in Cer
verantwortlich ist und dessen Inhibition auch die Bildung von ROs reduziert, ebenfalls mit
den ROs kolokalisiert. Da fur den spezifischen Nachweis der endogenen nSMase2 keine
geeigneten  Antikérper zur Verfligung stehen (217), wurde hierfir ein
Expressionskonstrukt verwendet, das fur eine eGFP-konjugierte nSMase2 codiert
(pcDNA3.1-nSMase2-eGFP). Durch den C-terminalen eGFP-Tag wird eine
fluoreszenzmikroskopische Lokalisation der nSMase2 innerhalb der Zelle ermdglicht. Die
transfizierten Zellen wurden 48 h p. t. mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV mit
einer MOI von 3 infiziert und 8 h p. i. fixiert. FUr die Detektion der viralen ROs wurde
erneut der dsRNA-Antikdrper verwendet.

Far alle drei Coronaviren konnte eine starke Kolokalisation von ROs mit der nSMase2
gezeigt werden (Abbildung 22). Bei allen drei Viren kolokalisierten die RO-Signale zu
Uber 95 % mit den Signalen des nSMase2-eGFP. Darlber hinaus konnte die nSMase2
in der Zellmembran und Vesikeln innerhalb der Zelle sowohl in nichtinfizierten als auch
in infizierten Zellen nachgewiesen werden. Die Kolokalisation viraler ROs mit eGFP-
positiven Vesikeln beschrankte sich ausschlieBlich auf die perinukledre Region. Es
ergaben sich hingegen keine Hinweise auf eine mdgliche infektionsinduzierte
Relokalisation der nSMase2 (z.B. durch eine Umverteilung von der Zellmembran in

andere zellulare Kompartimente).
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Abbildung 22: Kolokalisation von Coronavirus-induzierten ROs mit der humanen nSMase2.
Huh-7-ACE2-Zellen wurden direkt nach Aussaat mit 0,75 pg pcDNAS3.1-nSMase2-eGFP (grin) in
Kombination mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 transfiziert. 48 h p. t. wurden die Zellen mit
HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und 8 h p. i. mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-
X100 fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion der viralen ROs wurde ein monoklonaler Maus-anti-dsRNA-
Antikérper verwendet (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). Die dargestellten Zellen
werden in den Ubersichtsbildern durch Markierungen hervorgehoben (weiBe Kasten). Fir die iberlagerten
Bilder wurden Kolokalisationssignale und —raten (in %) bestimmt. Dargestellt sind reprasentative Bilder von
drei unabhangigen biologischen Replikaten.

Zusétzlich wurde untersucht, ob die Aktivitdt der nSMase2 eine Rolle bei der lokalen
Anreicherung dieses Enzyms an den ROs spielt. Hierfir wurden Huh-7-ACE2-Zellen mit
einem pcDNAS.1-nSMase2-eGFP transfiziert, bei der im aktiven Zentrum das Histidin an
Position 638 der nSMase2 durch ein Alanin ersetzt wurde (nSMase2(H639A)-eGFP).
AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen, wie oben fir die Wildtyp-nSMase2

beschrieben, infiziert und gefarbt. Es konnte fiir alle drei Coronaviren auch fiir die inaktive
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Mutante eine Kolokalisation von ROs mit der nSMase2 gezeigt werden (Abbildung 23).
Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Rekrutierung der nSMase?2 fir die RO-

Bildung unabhangig von der Aktivitat des Enzymes stattfindet.
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Abbildung 23: Lokalisation von Coronavirus-induzierten ROs im Vergleich mit der inaktiven
nSMase2. Huh-7-ACE2-Zellen wurden direkt nach Aussaat mit 0,75 pg pcDNA3.1-nSMase2(H639A)-
eGFP (grin) in Kombination mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 transfiziert. 48 h p. t.
wurden die Zellen mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und 8 h p. i. mit 3,7 %
PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion der viralen ROs wurde ein monoklonaler
Maus-anti-Doppelstrang-RNA-Antikérper verwendet (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).
Die dargestellten Zellen werden in den Ubersichtsbildern durch Markierungen hervorgehoben (weiBe
Késten). Fir die Uberlagerten Bilder wurden Kolokalisationssignale und -raten (in %) bestimmt. Dargestellt
sind reprasentative Bilder von drei unabhéngigen biologischen Replikaten.

Als zusétzliche Negativkontrolle wurden die Zellen auBerdem mit einem
pcDNAS3.1-GFP-Konstrukt transfiziert. Hierdurch sollte bestatigt werden, dass der GFP-
Anteil im nSMase2-eGFP-Fusionsprotein keinen Beitrag zur beobachteten Kolokalisation

70



Ergebnisse

von GFP-Signalen und RO-Signalen leistet. Es konnte nach Infektion der mit pcDNAS.1-
GFP-transfizierten Zellen eine deutlich geringere Kolokalisation der ROs mit dem GFP-
Signal im Vergleich zur Verwendung von nSMase2_eGFP gezeigt werden (Abbildung
14). Eine spezifische Rekrutierung des GFP anstelle der nSMase2 durch virale oder

zellulare Proteine zu viralen ROs kann somit ausgeschlossen werden.

Kolokalisations
Ubersicht ROs (dsRNA) Uberlagerung -kanal

>
o |
of
Y
o
LIJ 'L
=

Abbildung 24: Lokalisation von Coronavirus-induzierten ROs im Vergleich mit GFP. Huh-7-ACE2
Zellen wurden direkt nach Aussaat mit 0,75 pg pcDNA3.1-GFP (grin) in Kombination mit dem
Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 transfiziert. 48 h p. t. wurden die Zellen mit HCoV-229E, SARS-
CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und 8 h p. i. mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und
permeabilisiert. Zur Detektion der viralen ROs wurde ein monoklonaler Maus-anti-Doppelstrang-RNA-
Antikérper verwendet (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die dargestellten Zellen
werden in den Ubersichtsbildern durch Markierungen hervorgehoben (weiBe Kasten). Firr die iberlagerten
Bilder wurden Kolokalisationssignale und -raten (in %) bestimmt. Dargestellt sind reprasentative Bilder von
drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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3.1.4 Sphingolipidanalyse von weiteren, biologisch relevanteren
Zellkulturmodellen

3.1.4.1 Sphingolipidanalyse der infizierten A549- und MRC-5-Zellen
deutet auf eine zelltypabhangige Deregulation der Sphingolipide hin

Die bisher gewonnenen Daten unterstiitzen die Hypothese, dass die zellulare nSMase2
und dessen Produkt Cer an der viralen RO-Bildung beteiligt sind. Jedoch wurden bislang
alle Versuche in der gentechnisch veranderten humanen Hepatomzelllinie Huh-7-ACE2
durchgefihrt. Wie bereits beschrieben, ist diese Zelllinie fur die Vermehrung von
verschiedenen Coronaviren geeignet und kann daher als Modellzelllinie fir vergleichende
Analysen verwendet werden. Da es sich um eine Lebertumor-Zelllinie handelt, ist die
biologische Relevanz von Daten, die flr respiratorische Viren mit diesem Zellsystem
gewonnen werden, jedoch etwas eingeschrankt. Der natlrliche Infektions- und
Replikationsort der hier untersuchten Coronaviren sind Epithelzellen der Atemwege.

Um die mit Huh-7-ACE2-Zellen gewonnenen Daten und die daraus gezogenen Schliisse
zu validieren, wurden weitere Analysen des Sphingolipidhaushaltes in priméren und in
permanenten Lungenzellen nach einer Coronavirusinfektion durchgefthrt. Dabei wurden
humane Lungen-Adenokarzinomzellen (A549-Zellen) verwendet, die entweder den
humanen ACE2-Rezeptor (A549-ACE2) oder den humanen CD13-Rezeptor in
Kombination mit TMPRSS2 exprimierten (A549-CD13) und somit mit SARS-CoV-2 oder
HCoV-229E infiziert werden kénnen. AuBerdem wurden MRC-5-Zellen verwendet,
welche mit HCoV-229E und MERS-CoV, nicht jedoch mit SARS-CoV-2, infiziert werden
kénnen. MRC-5-Zellen sind Fibroblasten, die aus der Lunge eines 14 Wochen alten Fétus
isoliert wurden (203).

Ahnlich zur vorherigen Analyse des Sphingolipidhaushaltes (Abschnitt 3.1.1.2), wurden
die A549- und MRC-5-Zellen mit den entsprechenden Viren infiziert (MOI=3) und die
Veranderungen der Sphingolipidspezies 12 h p. i. im Vergleich zu nichtinfizierten Zellen
(als Kontrolle) analysiert.

Zur Verbesserung der Vergleichbarkeit mit den zuvor flr Huh-7-ACE2-Zellen erhobenen
Daten wurde die Infektionseffizienz zum Zeitpunkt 12 h p. i. mittels Immunfluoreszenz
und Titration der Uberstande bestimmt. Fiir SARS-CoV-2 in den A549-ACE2-Zellen und
MERS-CoV in den MRC-5-Zellen wurden jeweils nach 12 h p. i. Titer im Bereich von 10°
PFU/ml gemessen (Abbildung 25A). Fir HCoV-229E wurde in den MRC-5- und A549-

72



Ergebnisse

CD13-Zellen ein deutlich niedrigerer Titer von ungefahr 10* PFU/ml gemessen.
Immunfluoreszenzanalysen infizierter Zellen unter Verwendung eines N-Protein-
spezifische Antikdrpers bestétigte, dass im Fall von HCoV-229E nur weniger als 50 %
der MRC-5-Zellen infiziert waren (Abbildung 25B). In den HCoV-229E-infizierten A549-
CD13-Zellen wurde hingegen eine Infektionsrate von tber 70 % erreicht. Nach Infektion
der A549-ACE2-Zellen mit SARS-CoV-2 waren ca. 75 % der Zellen N-positiv. Im Fall von
MERS-CoV-Infektionen der MRC-5-Zellen waren Uber 85 % der Zellen N-positiv.
Zusammengefasst konnten in A549- und MRC-5-Zellen ahnliche Infektionsraten erreicht
werden wie in den Huh-7-ACE2-Zellen. Die einzige Ausnahme bildeten HCoV-229E-
infizierte MRC-5-Zellen, fir die Infektionsraten von unter 50 % erreicht wurden.

Abbildung 25C zeigt die infektionsinduzierten Veranderungen in A549-CD13-, A549-
ACE2- und MRC-5-Zellen im Vergleich zu uninfizierten Kontrollzellen am Zeitpunkt
12hp.i.

Bei einer HCoV-229E-Infektion von A549-CD13-Zellen wurde (im Vergleich mit Huh-7-
ACE2-Zellen) eine deutlich geringere Zahl deregulierter Sphingolipidspezies gefunden.
Insgesamt waren nur 5 Sphingolipidspezies signifikant verandert. Eine Herabregulation
wurde fir keines der untersuchten Sphingolipide nachgewiesen. Hingegen wurde fir drei
Sphingolipidklassen eine Erhdhung festgestellt: (i) dhCer-Spezies, wobei ausschlieBlich
dhCer 18:0 signifikant erhéht war, (ii) Cer-Spezies, mit einer signifikanten Erhéhung von
Cer 22:0, Cer 24:1 sowie Gesamt-Cer, (iii) LacCer-Spezies, wobei auch hier nur eine
einzige Spezies (LacCer 24:1) signifikant erhdht war.

Far SARS-CoV-2-infizierte A549-ACE2-Zellen wurde eine signifikante Veranderung von
16 Sphingolipidspezies gefunden. Besonders auffallend war dabei die Klasse der dhCer,
bei denen alle untersuchten Spezies signifikant erhéht waren. Darliber hinaus wurde eine
signifikante Erhéhung einzelner Cer-Spezies (Cer 20:0, 22:0 und 24:0) sowie von dhSM
24:0 festgestellt. Eine signifikante Senkung zeigte sich hingegen fir dhSPh, Sph,
Gesamt-SM und LacCer 24:1.

FOr HCoV-229E-infizierte MRC-5-Zellen wurde 12 h p. i. eine signifikante Veranderung
von 12 Sphingolipidspezies festgestellt, wahrend in MERS-CoV-infizierten MRC-5-Zellen
nur 7 Spezies signifikant verandert waren. Beide Viren flhrten zu einer signifikanten
Senkung von S1P und Sph. Weiterhin zeigte sich lbereinstimmend fir beide Viren, dass
in den infizierten MRC-5-Zellen sowohl dhCer 24:0 als auch drei dhSM-Spezies
(dhSM 22:0, 24:0 und 24:1) signifikant erhéht waren. Die HCoV-229E-Infektion flhrte
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auBerdem in diesen Zellen zu einer signifikanten Steigerung von dhCer 22:0,
Gesamt-dhCer, dhSM 18:0 und 20:0 sowie von SM 20:0 und 22:0. In MERS-CoV-
infizierten MRC-5-Zellen fand sich hingegen nur eine einzige MERS-CoV-spezifische
Deregulation, namlich eine Erhéhung des HexCer 24:1-Spiegels.
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Abbildung 25: Verdnderungen der einzelnen Sphingolipidspezies in Coronavirus-infizierten
A549-CD13-, A549-ACE2- oder MRC-5-Zellen. A549-CD13 und A549-ACE2-Zellen wurden entweder mit
HCoV-229E oder SARS-CoV-2 infiziert und MRC-5-Zellen wurden mit HCoV-229E oder MERS-CoV
infiziert (jeweils MOI=3). Als Kontrolle dienten uninfizierte Zellen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, pelletiert und in Methanol aufgenommen. 12 h p. i. wurden des Weiteren
die Uberstande fir die Titerbestimmung mittels Plaque-Assay (A) abgenommen. Eine separate
Zellvertiefung mit infizierten Zellen wurde ebenfalls gewaschen und mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100
fixiert und permeabilisiert und fir die anschlieBende Immunfluoreszenz-Analyse verwendet (B). Zur
Detektion des coronaviralen N-Proteins (grtin) wurde ein monoklonaler Maus-anti-N-Antikérper verwendet.
Die Zellkerne wurden mit DAPI angeféarbt (blau). Unter dem jeweiligen représentativen Bild ist die relative
Anzahl N-positiver Zellen in % angegeben. Die GroBe des Messbalkens entspricht 100 um. (C) Fir die
eigentliche Sphingolipidanalyse wurden die extrahierten Lipide mittels HPLC-MS/MS analysiert. Zur
Quantifizierung dienten deuterierte Sphingolipide als interne Standards. Die erhaltenen Daten wurden auf
den totalen Lipidgehalt normalisiert und die Anderung zur unbehandelten, uninfizierten Kontrolle berechnet.
Die dargestellten Heatmaps zeigen die log2-fachen Veranderungen der Sphingolipid-Spezies im Vergleich
von infizierten mit nicht infizierten Proben von 5 Messwerten (2 biologische Replikate). Fett gedruckte und
mit Stern gekennzeichnete Zahlenwerte entsprechen einer signifikanten Verdnderung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (P<0,05, one-way ANOVA, Dunnett-Test fir mehrere Vergleiche).

Ein Vergleich der Daten fir coronavirus-induzierte Sphingolipid-Verdnderungen in Huh-
7-ACE2-Zellen (Abbildung 11) mit den fiir A549-ACE2-, A549-CD13- und MRC-5-Zellen
erhobenen Daten (Abbildung 25) ergab interessante Gemeinsamkeiten und
Unterschiede. Hinsichtlich der Cer- und SM-Level bestehen gewisse Gemeinsamkeiten
zwischen Huh-7-ACE2-Zellen einerseits und A549-CD13- bzw. A549-ACE2-Zellen
andererseits (Abbildung 26). In allen drei Zelllinien wurde nach erfolgter Infektion,
unabhangig vom verwendeten Coronavirus, eine (allgemeine) Cer-Erhdéhung und eine
(allgemeine) SM-Absenkung gemessen. Bei Betrachtung der einzelnen Lipid-Spezies
fallen jedoch deutliche Unterschiede auf. So war nur eine einzige Cer-Spezies (Cer 22:0)
in allen drei Zelllinien signifikant erhéht. Sowohl fir infizierte Huh-7-ACE2- als auch fir
infizierte A549-ACE2-Zellen wurde eine signifikante Senkung von SM 18:0 festgestellt,
nicht jedoch fir HCoV-229E-infizierte A549-CD13-Zellen.

Far die MRC-5-Zellen konnte der in den anderen Zelltypen beobachtete Phanotyp einer
infektionsinduzierten Cer-Hochregulation und SM-Herabregulation nicht reproduziert
werden. Es wurde stattdessen fir HCoV-229E eine signifikante Herabregulation von zwei
SM-Spezies (SM20:0 und SM22:0) festgestellt, wahrend die Infektion mit MERS-CoV zu

keiner signifikanten Anderung der Cer- oder SM-Level fiihrte. Die Daten lassen den
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Schluss zu, dass Infektionen mit HCoV-229E und MERS-CoV eine Cer- und SM-
Deregulation in verschiedenen Zelltypen hervorrufen, die jedoch hinsichtlich ihrer Details

einige Unterschiede aufweist und auch nicht fir alle Zelltypen zu beobachten ist.

In Bezug auf andere Sphingolipidspezies konnte in allen Zelllinien, unabhangig vom
verwendeten Coronavirus, eine Hochregulation von dhCer-Spezies beobachtet werden.
Abseits von dieser Beobachtung konnten jedoch keine zwischen den Zelllinien
konservierten Veranderungen von Sphingolipidspezies detektiert werden. Bei einem
Vergleich unterschiedlicher Zelltypen, die mit dem gleichen Virus infiziert wurden,
konnten dagegen mehr Gemeinsamkeiten festgestellt werden. SARS-CoV-2-Infektionen
induzierten sowohl in Huh-7-ACE2- als auch in A549-ACE2-Zellen eine signifikante
Herabregulation von LacCer 24:1. Fir MERS-CoV-Infektionen konnte sowohl in
Huh-7-ACE2- als auch in MRC-5-Zellen eine Erhéhung von dhSM-Spezies detektiert
werden. Dabei lagen sowohl dhSM 22:0 als auch dhSM 24:0 in beiden Zelllinien
signifikant erhéht vor. In HCoV-229E-infizierten Zellen konnten dagegen keine zwischen

den Zelllinien konservierte Deregulationen festgestellt werden.

Zusammengefasst zeigte der Vergleich der verschiedenen Zelllinien, dass Infektionen mit
Coronaviren zu zelltypabhangigen Deregulationen von Sphingolipiden fihren.
AusschlieBlich die Gruppe der dhCer scheint unabhéangig vom Zellsystem und Virus

infolge von Infektionen hochreguliert zu werden.
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Cer 18:0 0,6* 0,7* 0,5 0,2 0,2 0,2
Cer 20:0 09* 1,1* 0,6 0,4* -0,1 0,2
Cer 22:0 0,8* 1,1* 0,5* 0,8* 0,0 -0,1
Cer 24:0 05* 03 06* 0,3 0,2* -0,1 0,0
Cer 24:1 08* 07* 02 0,4* 0,0 -0,2 -0,2
Cer total 07* 06* 05* 0,4* 0,1 -0,1 -0,1
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SM 18:0 -04* -04* -03* -0,1 -0,3* 0,1 0,2
SM 20:0 -05* -03* -03* 0,0 -0,1 0,4* 0,3
SM 22:0 -0,3* -03* -02* 0,0 -0,1 0,4* 0,2
SM 24:0 -02* -0,3* 00 0,0 -0,1 0,3 0,2
SM 24:1 -03* -04* -03* 0,1 -0,2 0,3 0,2
SM total 00 -01* -01* 0,0 -0,1* 0,0 0,0
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Abbildung 26: Vergleich der relativen Anderungen von Cer und SM nach Infektionen mit den
verschiedenen Coronaviren (MOI=3; 12 h p. i.) in den verschiedenen Zelltypen.

Die relativen Anteile der verschiedenen Sphingolipidklassen in den untersuchten
Zelltypen (Abbildung 27) zeigte ebenfalls auffallige Unterschiede zwischen den
permanenten Zelllinien (Huh-7-ACE2-, A549CD13- und A549-ACE2-Zellen) und den
primaren MRC-5-Zellen. So enthielten MRC-5-Zellen vergleichsweise hohe Mengen an
Cer-Spezies (14 %) und einen geringeren Anteil an SM-Spezies (69 %). Sowohl Huh-7-
ACE2-Zellen als auch A549-CD13- und A549-ACE2-Zellen enthielten héhere Mengen an
SM-Spezies (> 75 %) und deutlich geringere Mengen an Cer-Spezies (ca. 2 bis 4 %).
Auch fir die weiteren Sphingolipidklassen wurden teils erhebliche Unterschiede
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nachgewiesen. Diese unterschiedlichen relativen Mengen der Sphingolipidklassen
kénnten ein mdoglicher Erklarungsansatz fir die beobachteten unterschiedlichen

Lipidregulationsmuster nach Infektionen in den einzelnen Zelltypen sein.

Huh-7-ACE2 MRC-5

Cer total
dhSM total
SM total
HexCer total
LacCer total
other SLs

adonon

A549-ACE2 A549-CD13
2%_ 0% 1% 2% 1%3q,

Abbildung 27: Kreisdiagramme zur Darstellung der relativen Anteile der verschiedenen
Sphingolipidklassen in den verschiedenen uninfizierten Zelltypen.

3.1.4.2. Effekte von nSMase-Inhibitoren auf die Replikation der CoV in
MRC-5 und A549-Zellen

Nachdem festgestellt wurde, dass zwischen verschiedenen Ziellinien teilweise deutliche
Unterschiede bezlglich der infektionsassoziierten Deregulation von Sphingolipiden
bestehen, wurde im nachsten Schritt die Rolle der nSMase2 in A549- und MRC-5-Zellen
untersucht. Hierfir wurde erneut der selektive nSMase2-Inhibitor PDDC verwendet,
nachdem Uberprift wurde, dass die bisher verwendete Konzentration nicht toxisch in den
anderen Zellsystemen ist (Abbildung 28). In allen drei untersuchten Zellsystemen (A549-
CD13, A549-ACE2 und MRC-5) fUhrte die Inhibition der nSMase2 durch PDDC zu keiner
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Anderung der Replikation von Coronaviren (Abbildung 28). Somit zeigt sich ein deutlich
anderer Phanotyp im Vergleich zu den Huh-7-ACE2-Zellen, in denen PDDC die
Replikation aller drei Coronaviren signifikant reduzierte. Dieses Resultat deutet darauf
hin, dass zelltypabhangige Unterschiede und Erfordernisse bezlglich (der Regulation)
der Sphingolipidspiegel und der daran beteiligten Enzyme bestehen, um eine effiziente

Virusreplikation zu ermdglichen.
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Abbildung 28: Effekt von PDDC auf die virale Replikation von verschiedenen Coronaviren in
A549-CD13-, A549-ACE2- und MRC-5-Zellen. A549-CD13- (A), A549-ACE2- (B) oder MRC-5- (C) Zellen
wurden mit den angegebenen Konzentrationen von PDDC fur 24 h behandelt. Die Zellviabilitdt wurde
anschlieBend mittels MTT-Assay bestimmt. Aus den erhaltenen Messwerten (n = 8) fir die behandelten
und unbehandelten Zellen wurde ein Quotient gebildet, der hier in einer Prozentdarstellung mit der
zugehdrigen Standardabweichung (SD) gezeigt wird. A549-CD13-Zellen wurden mit HCoV-229E, A549-
ACE2-Zellen mit SARS-CoV-2 und MRC-5 Zellen mit HCoV-229E oder MERS-CoV infiziert (MOI=0.1).
Nach einer Stunde Inokulation wurde der Uberstand abgenommen und durch frisches Medium mit den
angegebenen Konzentrationen von PDDC ersetzt. 24 h p. i. wurden die Ubersténde abgenommen und die
Virustiter mittels Plaque-Assay bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhangigen
biologischen Replikaten mit den zugehérigen Standardabweichungen. Unterschiede zwischen den
behandelten Proben und der unbehandelten Kontrolle wurden mittels t-Test bestimmt.
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Im n&chsten Schritt wurde untersucht, ob die zuvor in Huh-7-ACE2-Zellen beobachtete
Kolokalisation von Cer mit coronaviralen ROs auch in Lungenzell-Systemen reproduziert
werden kann. Hierfir wurden A549-CD13-, A549-ACE2- und MRC-5-Zellen mit HCoV-
229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert und 8 h p. i. fixiert.

Es konnte flr alle drei Zellsysteme gezeigt werden, dass die coronaviralen ROs mit Cer
kolokalisieren (Abbildung 29). Es wurden Kolokalisationsraten von Uber 90 % fur jede
Zelllinie und unabhéngig vom verwendeten Coronavirus bestimmt. Eine Anreicherung
von Cer-Spezies in der perinuklearen Region, welche fir infizierte Huh-7-ACE2-Zellen
beobachtet wurde (Abbildung 20), wurde auch fir Coronavirus-Infektionen von A549-
CD13-, A549-ACE2- und MRC-5-Zellen festgestellt. Diese Daten unterstiitzen die
Aussage, dass Cer unabhangig vom Zelltyp infolge von Coronavirus-Infektionen zum Ort
der RO-Bildung rekrutiert wird oder dort neu gebildet wird.
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A Kolokalisations
Ubersicht ROs (dsRNA) Uberlagerung -kanal

A549
-CD13
Mock HCoV-229E Mock

-ACE2
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HCoV-229E

MERS-CoV
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Abbildung 29: Kolokalisation von Coronavirus-induzierten ROs mit Ceramiden in priméren und
permanenten pulmonalen Zellsystemen. A549-CD13- und A549-ACE2-Zellen (A) oder MRC-5-Zellen
(B) wurden mit HCoV-229E, SARS-CoV-2 oder MERS-CoV infiziert (MOI=3) und 8 h p. i. mit 3,7 % PFA
fixiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 0,5 % Saponin permeabilisiert. Zum Nachweis der viralen ROs
wurde ein monoklonaler Maus-anti-Doppelstrang-RNA-Antikdrper verwendet (rot). Zum Nachweis von
Ceramiden wurde ein monoklonaler Ceramid-spezifischer Antikdrper verwendet (griin). Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die dargestellten Zellen werden in den Ubersichtsbildern durch
Markierungen hervorgehoben (weiBe Késten). Fir die Uberlagerten Bilder wurden Kolokalisationssignale
und -raten bestimmt. Dargestellt sind représentative Bilder von drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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3.2 Ceramide — essentielle Bestandteile von coronaviralen ROs?

3.2.1 Etablierung eines experimentellen Systems zur Erzeugung von

artifiziellen coronaviralen ROs

Die bisher erhobenen Daten zeigten eine durch unterschiedliche Coronaviren ausgeléste
Kolokalisierung von Cer mit Coronavirus-indizierten ROs. Gleichzeitig konnte far Huh-7-
ACE2-Zellen gezeigt werden, dass die Inhibierung eines Cer-synthetisierenden Enzyms,
der nSMase2, zu einer Reduktion von ROs im Infektionsverlauf fihrt. Diese Befunde
lieBen vermuten, dass Cer-Spezies wichtige Bestandteile coronaviraler ROs sind. Um
diese Hypothese zu starken, wurde in dieser Arbeit erstmals ein Minimalsystem zur
Induktion von RO-&hnlichen Membranveranderungen fir ein Alphacoronavirus (HCoV-
229E) etabliert. Im Falle von Betacoronaviren konnte bereits gezeigt werden, dass die
gleichzeitige Uberexpression von zwei viralen Transmembranproteinen, nsp3 und nsp4,
zur Bildung von RO-&hnlichen Strukturen flhrt. Flr die Etablierung dieses Systems fir
HCoV-229E wurde ein pcDNAS.1-Vektor synthetisiert, welcher fir nsp3 und nsp4 von
HCoV-229E als Fusionsprotein codiert (pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5). Durch die im HCoV-
229E-nsp3 enthaltene PL2P™ wird dieses Fusionsprotein in die beiden Produkte nsp3 und
nsp4 gespalten. Um den Nachweis der beiden Proteine zu erleichtern, wurde au3erdem
die kodierende Sequenz fir einen HA-Tag an das 5-Ende der nsp3-codierenden
Sequenz und die kodierende Sequenz fir einen V5-Tag an das 3 -Ende der nsp4-
Sequenz angefiigt.

Zusatzlich wurden zwei Konstrukte erzeugt und verwendet, die nicht in die beiden
Einzelproteine nsp3 und nsp4 gespalten werden, was in friheren Studien mit
Betacoronaviren zu einem Defekt der RO-Bildung gefiihrt hatte (48, 86). Hierfir wurde
einerseits der katalytische Cysteinrest im aktiven Zentrum der PL2P® von HCoV-229E
(C1071) durch ein Alanin substituiert (pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5_C1701A). Es wurde
bereits gezeigt, dass dieser Cysteinrest essentiell flr die proteolytische Aktivitat der
PL2P™ ist, und der Austausch gegen ein Alanin zur Akkumulation von ungespaltenem
nsp3-4 fuhrt (218). Weiterhin wurde ein Konstrukt erzeugt, bei dem die Schnittstelle
zwischen nsp3 und nsp4 verandert wurde, um so die Spaltung zu verhindern. Hierfir
wurde ein Lysin an der P4-Position (K2481) der Schnittstelle zwischen nsp3 und nsp4 zu
einem Alanin mutiert (ocDNAS.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A). Verschiedene Studien deuten
darauf hin, dass die vierte Aminosaure vor der Schnittstelle essentiell fur die Erkennung
der Schnittstelle durch die PLP® ist (45, 219, 220). AuBerdem wurden Konstrukte erzeugt,
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die entweder nur flr nsp3 (pcDNAS.1-HA-nsp3) oder nur fir nsp4 (pcDNAS3.1-nsp4-V5)
mit den jeweiligen Tags codieren. Eine Ubersicht der generierten Konstrukte wird in
Abbildung 30A gegeben.

Zur Uberpriifung der erzeugten Konstrukte wurden diese sequenziert. Im nachsten Schritt
wurde untersucht, ob die eingefiihrten Mutationen (Cys1701A zu Ala und Lys2481 zu Ala)
nach Expression tatsachlich die Spaltung des pp verhindern. Hierfir wurden Western
Blots mit Zelllysaten von transfizierten HEK-ACE2-Zellen durchgefihrt (Abbildung 18B).
Die Expression von pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5 resultierte in der Detektion von drei Banden
im Western Blot. Eine Bande auf Héhe von 230 kDa entspricht dem ungespaltenen pp,
sowie zwei Banden mit geringerem Molekulargewicht darunter fir die Spaltprodukte
(nsp3 bei ca. 180 kDa und nsp4 bei ca. 45 kDa). Die Spaltprodukte laufen somit auf
identischer Héhe wie die Einzelprotein HA-nsp3 und nsp4-V5. Die eingebrachten
Mutationen fihrten dagegen nur zur Bildung des pp, es konnten keine weiteren Banden
fOr die Spaltprodukte nsp3 und nsp4 detektiert werden. Die Generierung von Konstrukten,

welche fir ein nicht-spaltbares nsp3-4-pp codieren, war somit erfolgreich.

Als nachstes wurde die Lokalisierung der gebildeten Proteine nach Transfektion in
Huh-7-ACE2-Zellen mittels Immunfluoreszenz analysiert (Abbildung 18C). Far
HA-nsp3-4-V5 konnte eine punktuelle Lokalisation im perinukledren Bereich detektiert
werden. Diese Lokalisierung entspricht der Lokalisation von dsRNA-Signalen, die nach
Infektionen mit HCoV-229E in Huh-7-ACE2-Zellen detektiert werden konnten (Abbildung
18). Somit kann spekuliert werden, dass die Uberexpression von nsp3 und nsp4 auch in
HCoV-229E zu der Bildung von RO-&hnlichen Strukturen fuhrt. Interessanterweise
konnte auch nach Transfektion der Konstrukte, die flr das nicht-spaltbare nsp3-4-pp
kodieren, eine vergleichbare punktuelle Lokalisierung festgestellt werden. Die
Lokalisierung der Einzelproteine dagegen ist diffus und scheint nicht auf einen
bestimmten Bereich der Zelle beschrankt zu sein. Eine Doppeltransfektion von
pcDNAS.1-HA-nsp3 und pcDNA3.1-nsp4-V5 fihrt dagegen zu derselben punktuellen
Lokalisierung im perinukledren Bereich wie bei Expression der nsp3-4-pp. Diese
Resultate deuten darauf hin, dass die gemeinsame Expression von nsp3 und nsp4,
unabhéngig von der proteolytischen Prozessierung, zu einer Lokalisierung der Proteine
in distinkte Areale um den Zellkern fihrt.
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Abbildung 30: Etablierung eines experimentellen Systems zur Produktion von ROs in Zellen mittels
Transfektion von HCoV-229E nsp3-4. (A) Schematische Darstellung der fir diese Arbeit angefertigten
nsp3-4-Konstrukte. Samtliche Konstrukte basieren auf dem pcDNA_3.1-Plasmid, in das codonoptimierte
Sequenzen eingesetzt wurden. Zur Detektion wurden ein HA-Tag an den N-Terminus von nsp3 und ein
V5-Tag an den C-Terminus von nsp4 angefligt. (B) HEK-ACE2-Zellen wurden mit dem jeweiligen
Expressionsplasmid (0,75 pug DNA) unter Verwendung von Lipofectamin2000 transfiziert. Nach 24 h p. t.
wurden die Zellen lysiert und die enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden
dann auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Die Uberexprimierten viralen Proteine wurden mit
folgenden Antikérpern nachgewiesen: monoklonaler Maus-anti-HA-Antikérper und monoklonaler
Kaninchen-anti-V5-Antikérper. (C) Huh-7-ACE2-Zellen wurden mit dem jeweiligen Expressionsplasmid
(0,75 pg DNA) unter Verwendung von Lipofectamin2000 transfiziert. 24 h p. t. wurden die Zellen mit 3,7 %
PFA + 0,5 % Triton-X100 fixiert und permeabilisiert. Zur Detektion der Uberexprimierten Proteine mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde sowohl ein monoklonaler Maus-anti-HA-Antikérper (grin) als auch

ein monoklonaler Kaninchen-anti-V5-Antikdrper (rot) verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau)

angefarbt.

85



Ergebnisse

Um abschlieBend zu klaren, ob nach einer Uberexpression von pcDNA3.1-HA-nsp3-4-
V5 Membranveranderungen erfolgen, die mit den in coronavirus-infizierten Huh-7-ACE2-
Zellen gebildeten ROs vergleichbar sind, wurden die transfizierten Zellen mittels
Elektronenmikroskopie analysiert und mit HCoV-229-infizierten Zellen verglichen
(Abbildung 31). Typischerweise kénnen durch Coronaviren induzierte DMVs mit einer
GréBe von ungefédhr 200-300 nm nach wenigen Stunden in den infizierten Zellen
detektiert werden (48, 66). Wie bereits erwahnt, hatte die Expression von SARS-CoV-2-
oder MERS-CoV-nsp3-4 in friheren Arbeiten ebenfalls zur Bildung von DMVs in
transfizierten Zellen gefuhrt.

Die elektronenmikroskopische Analyse von HCoV-229E-infizierten Huh-7-ACE2-Zellen
zeigte die Prasenz von Vesikeln in der perinuklearen Region. Flr einige dieser Vesikel
konnte eine Doppelmembran nachgewiesen werden, was zu der Vermutung fihrt, dass
diese Vesikel Virus-induzierte DMVs sind. Jedoch war die Anzahl an Vesikeln mit
nachweisbar Doppelmembran &uBerst gering, was mdglicherweise auf eine
unzureichende strukturelle Erhaltung dieser Strukturen wahrend der Probenpraparation
hindeuten kdnnte.

Die Expression der pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5-Konstrukte fihrte ebenfalls zu einer
Bildung von Vesikeln, die hinsichtlich ihrer GréBe (ca. 200-300 nm) und Form den fir
HCoV-229E-Infektionen beschriebenen Vesikeln entsprachen. Es konnten jedoch erneut
nur relativ wenige Doppelmembranstrukturen detektiert werden. Vesikel &hnlicher Gréi3e,
jedoch ganzlich ohne Doppelmembranen, konnten auch nach Transfektion mit dem

Leervektor (ocDNAS.1) nachgewiesen werden.

Zusammengefasst konnte bestatigt werden, dass die heterologe Expression von HCoV-
229E-nsp3-4 in Zellen zur Bildung von Vesikeln fihrte, die morphologisch den von HCoV-
229E-Infektionen gebildeten DMVs entsprachen. Fir die Bildung dieser Vesikel war eine

proteolytische Spaltung von nsp3-4 nicht erforderlich.
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Abbildung 31: Elektronenmikroskopischer Nachweis der Bildung von ROs nach Transfektion von
pcDNAS3.1-HA-nsp3-4-V5. Huh-7-ACE2-Zellen wurden entweder mit HCoV-229E fir 10 h infiziert (MOI=3)
(A) oder mit pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5 (B), pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A (C), pcDNA3.1-HA-nsp3-4-
V5_C1701A (D) oder pcDNA3.1 fiir 24 h transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 % PFA und
2,5 % Gilutaraldehyd fixiert und fir die weitere Analyse aufgearbeitet. Die elektronenmikroskopische
Untersuchung erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop Leo 906 bei 80 kV. Der dargestellte
Messbalken entspricht einer Lange von 500 nm. ER = Endoplasmatisches Retikulum; G = Golgi-Apparat;
LD = Lipidtrépfchen; M = Mitochondrium; N = Nukleus.
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3.2.2. Sphingolipidanalyse von Huh-7-ACE2-Zellen nach Transfektion
von HCoV-229E-nsp3-4-Expressionsplasmiden

Nachdem die Induktion von artifiziellen ROs durch die Expression von nsp3 und nsp4
etabliert wurde (Abschnitt 3.2.1), kann dieses Minimalsystem fir weiterfihrende
Sphingolipidanalysen verwendet werden.

Die bisher in dieser Arbeit erhobenen Daten deuten darauf hin, dass CoV-Infektionen
eine vermehrte Bildung von Cer-Spezies in den infizierten Zellen auslésen und diese Cer-
Spezies in die CoV-induzierten ROs eingebaut werden. Daher wurde nach Etablierung
des Systems zur Bildung artifizieller ROs mittels Uberexpression von nsp3 und nsp4
untersucht, ob die Induktion dieser artifiziellen ROs in Zellen zu dhnlichen Anderungen
der Sphingolipidspezies fihrt wie nach einer Virusinfektion. Hierflir wurden Huh-7-ACE2-
Zellen mit pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5 sowie den Konstrukten, die fir die nicht spaltbaren
nsp3-4-Varianten codieren (pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A und pcDNAS.1-HA-nsp3-
4-V5_C1701A), transfiziert. Als Negativkontrolle dienten Huh-7-ACE2-Zellen, die mit
einem Leervektor (ocDNA3.1) transfiziert wurden.

Die Zellen wurden 24 h p. t. fUr die Lipidanalyse aufbereitet und die Transfektionseffizienz
wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Wie in Abbildung 32 dargestellt,
lag die Transfektionseffizienz fir pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5 und pcDNA3.1-HA-nsp3-4-
V5_C1701A bei Uber 40 %. FiOr pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A lag die
Transfektionseffizienz etwas niedriger bei knapp Uber 35 %. Dennoch zeigten sich bei
Uberexpression von HA-nsp3-4-V5_K2481A die meisten signifikanten Anderungen
unterschiedlicher Sphingolipid-Spezies (20 Spezies). Fur HA-nsp3-4-V5 konnten 9
signifikante deregulierte Sphingolipidspezies detektiert werden, fiur HA-nsp3-4-
V5_C1701A insgesamt 17 signifikant deregulierte Spezies.

Alle drei Konstrukte sorgten nach Transfektion fir eine Erhéhung der LCBs, wobei nur
die Erhéhung der dhSph-Level signifikant war. Ebenfalls nach Transfektion erhéht waren
die Level aller dnCer-Spezies. Unabhangig vom verwendeten Konstrukt waren all diese
Anderungen im Vergleich zur Transfektion mit dem Leervektor signifikant erhdht. Die
Uberexpression von nsp3-4 fiihrte auBerdem zu einer Erhdhung der Level der Cer-
Spezies in den transfizierten Zellen. Fir HA-nsp3-4-V5 konnte jedoch nur eine einzige
signifikante Erhéhung, fir Cer 16:0, nachgewiesen werden, Nach Transfektion mit
pcDNAS.1-HA-nsp3-4-V5_K2481A waren alle Cer-Spezies signifikant erhdht, auBer Cer
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24:0. Bei HA-nsp3-4-V5_C1701A wurde eine signifikante Erhéhung von Cer 18:0 und Cer
20:0 festgestellt.

Hinsichtlich der dhSM-Level konnten Unterschiede zwischen den einzelnen Konstrukten
festgestellt werden. So konnte fiur HA-nsp3-4-V5_C1701A eine signifikante
Hochregulation von finf dhSM-Spezies festgestellt werden. Fir HA-nsp3-4-V5 und
HA-nsp3-4-V5_K2481A konnte dagegen eine Herabregulation der dhSM-Level
beobachtet werden, im Fall von HA-nsp3-4-V5_K2481A war diese Herabregulation fir
vier Spezies signifikant. Beziiglich der SM-Level konnten keine signifikanten Anderungen
fir eines der Konstrukte festgestellt werden. In Bezug auf die GlcCer konnten erneut
Unterschiede zwischen den einzelnen Konstrukten festgestellt. Fir HA-nsp3-4-
V5 K2481A konnte eine Hochregulierung von LacCer 16:0 festgestellt werden, fir HA-
nsp3-4-V5_C1701A dagegen eine Herabregulation der LacCer 16:0 und fir HA-nsp3-4-
V5 keine signifikanten Anderungen.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Uberexpression von HCoV-229E-nsp3-4
zu einer Erhéhung von LCBs, dhCer- und Cer-Spezies fuhrt, unabhangig von der
Spaltung von nsp3-4 in nsp3 und nsp4. Die eingeflihrten Mutationen scheinen jedoch
einen Effekt auf die Regulation der dhSM- und GlcCer-Level in der Zelle zu haben. Eine
vergleichbare Erhéhung von dhCer- und Cer-Spezies war auch nach Infektion mit HCoV-
229E beobachtet worden (siehe Abbildungen 11 und 25), ebenso eine Kolokalisation von
Cer mit den CoV-induzierten ROs (siehe Abbildungen 20 und 29). Die gefundene
Erhdhung der Cer-Spezies nach Uberexpression von nsp3-4 befindet sich somit im
Einklang mit der bereits zuvor aufgestellten Hypothese (siehe Kapitel 3.1), dass Cer

essentielle Bestandteile der CoV-induzierten ROs sind.
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Abbildung 32: Veranderungen der einzelnen Sphingolipidspezies in mit pcDNA3.1-HA-nsp3-4-V5
transfizierten Huh-7-ACE2-Zellen. Huh-7-ACE-Zellen wurden mit 3 ug der angegebenen Konstrukte und
9 ug PEISTAR transfiziert. Als Kontrolle dienten Huh-7-ACE2-Zellen, die mit pcDNA3.1 transfiziert wurden.
24 h p. t. wurden die Zellen mit PBS gewaschen, pelletiert und in Methanol aufgenommen. Eine separate
Zellvertiefung mit transfizierten Zellen wurde ebenfalls gewaschen und mit 3,7 % PFA + 0,5 % Triton-X100
fixiert und permeabilisiert fiir die weitere Untersuchung mittels Immunfluoreszenz (A). Zur Detektion der
coronaviralen nsps wurde ein monoklonaler Maus-anti-HA-Antikérper verwendet (griin). Die Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt (blau). (C) Fir die eigentliche Sphingolipidanalyse wurden die extrahierten
Lipide mittels HPLC-MS/MS analysiert. Zur Quantifizierung dienten deuterierte Sphingolipide als interne
Standards. Die erhaltenen Daten wurden auf den Gesamtlipid-Gehalt normalisiert und die Anderung zur
unbehandelten, uninfizierten Kontrolle berechnet. Die dargestellten Heatmaps zeigen die log2-fachen
Verdnderungen der Sphingolipid-Spezies zwischen infizierten und nicht infizierten Proben von 5
Messwerten (2 biologische Replikate). Fett gedruckte und mit einem Stern markierte Zahlenwerte zeigen
signifikante Verédnderungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (P<0,05, one-way ANOVA, Dunnett-

Test fir mehrere Vergleiche).

3.2.3. Ceramide kolokalisieren mit den artifiziell gebildeten ROs

Es konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass die durch Coronavirus-Infektionen
induzierten ROs mit Ceramiden kolokalisieren (Abbildung 20). Als nachstes sollte die
Frage geklart werden, ob die durch das etablierte Minimalsystem induzierten ROs
ebenfalls mit Cer-Spezies kolokalisieren.

HierfGr wurden Huh-7-ACE2-Zellen mit den nsp3-4-Konstrukten transfiziert und eine
mogliche Kolokalisation mit Cer mittels Immunfluoreszenz untersucht. Fir HA-nsp3-4-V5
sowie HA-nsp3-4-V5 K2481A und HA-ns3-4-V5_C1701A konnte eine Kolokalisation mit
Ceramiden nachgewiesen werden (Abbildung 33). Die Kolokalisationsrate lag hierbei bei
tber 90 %. Fur die Einzelproteine nsp3 und nsp4 konnte aufgrund der diffusen Verteilung
ebenfalls eine Kolokalisation mit Ceramiden gezeigt werden; die Kolokalisationsraten
lagen hier jedoch unter 90 %. Bei einem Vergleich der Cer-Lokalisierung fallt auf, dass
nach der Transfektion von nsp3-4 eine klare, fokale, perinukledre Akkumulation erfolgt,
wahrend die Einzelproteine nsp3 und nsp4 deutlich breiter in der Zelle verteilt sind.
AuBerdem féllt wiederum eine Konzentrierung von Cer in der perinuklearen Region auf.
Dieser Phanotyp ist vergleichbar zu den fir Coronavirus-Infektionen erhaltenen Daten
zur Kolokalisierung von Cer mit ROs (Abbildung 20) und unterstitzt erneut die
Hypothese, dass Cer-Spezies Bestandteile von coronaviralen ROs sind und wahrend der
Bildung von ROs synthetisiert oder rekrutiert werden.
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Abbildung 33: Kolokalisation von artifiziell induzierten ROs mit Ceramiden. Huh-7-ACE2-Zellen
wurden mit dem jeweiligen Plasmid (0,75 pug DNA) unter Verwendung von Lipofectamin2000 transfiziert.
24 h p. t. wurden die Zellen mit 3,7 % PFA fixiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 0,5 % Saponin
permeabilisiert. Zur Detektion der viralen nsps wurde ein monoklonaler Kaninchen-Antikérper verwendet,
der spezifisch fur die verwendeten Tags (HA oder V5) war. Der Nachweis von Ceramiden erfolgte mit einem
monoklonalen Ceramid-spezifischen Antikdrper (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).
Fir die Uberlagerten Bilder wurden Kolokalisationssignale und -raten bestimmt. Dargestellt sind
reprasentative Bilder von drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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4. Diskussion
4.1 Verschiedene Coronaviren induzieren abhangig vom infizierten

Zelltyp ahnliche Veranderungen des Sphingolipidhaushaltes
Coronaviren sind in jedem Schritt ihrer Replikation auf Wirtszellfaktoren angewiesen. In
den letzten Jahren ist dabei die Rolle von zelluldren Lipiden, und inwiefern deren
Synthese und Verteilung durch coronavirale Infektionen beeinflusst werden, mehr und
mehr in den Fokus gerlckt (118-120). Coronaviren induzieren im Laufe ihrer Replikation
umfassende Membranumstrukturierungen, unter anderem zur Bildung der fir die
Replikation essentiellen ROs. Welche zellularen Proteine und Lipide an der RO-Bildung
beteiligt sind, ist bislang wenig untersucht worden.

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen coronavirale Infektionen auf die
zellularen Level von Sphingolipiden haben. Hierfir wurden zunéchst vergleichende
Sphingolipidomanalysen eines Zelltyps (Huh-7-ACE2-Zellen) durchgefiihrt, der mit
unterschiedlichen Coronaviren infiziert wurde. Weiterhin wurden Analysen des
Sphingolipidoms in weiteren pulmonalen Zellsystemen nach Infektionen durchgeflhrt.
Fir die Huh-7-ACE2-Zellen konnte dabei gezeigt werden, dass alle drei verwendeten
Coronaviren zu einer zeitabhangigen Deregulation des Sphingolipidhaushaltes in den
infizierten Huh-7-ACE2-Zellen flhren (siehe Abbildung 11). Am auffélligsten war dabei,
dass alle drei Coronaviren eine signifikante Hochregulierung von dhCer- und Cer-Leveln
bei gleichzeitiger Absenkung von SM-Leveln 12 h p. i. induzierten. Ahnliche Effekte
konnten auch fir SARS-CoV-2 in A549-ACE2- und flir HCoV-229E in A549-CD13-Zellen
gezeigt werden, wobei diese Effekte jedoch weniger stark ausgepragt waren (siehe
Abbildung 25).

Diese Lipid-Unterschiede kdnnten auf unterschiedlichen Replikationskinetiken der
Coronaviren in den verschiedenen Zelltypen beruhen. Gegenlber den Virustitern von ca.
1*10° PFU/mI, die mit HCoV-229E-Infektionen in Huh-7-ACE2-Zellen erreicht wurden,
fihrten Infektionen von A549-CD13-Zellen mit HCoV-229E zu zehnfach niedrigeren
Virustitern. Fir SARS-CoV-2-infizierte A549-ACE2-Zellen wurde auch bereits in einer
friheren Studie eine deutlich hdhere Deregulation von Sphingolipiden fir den Zeitpunkt
48 h p. i. berichtet, inklusive einer vergleichsweise starkeren Erhéhung von Cer-Leveln.
Es kann somit spekuliert werden, dass langere Infektionszeiten in den verschiedenen
A549-Zellen zu deutlicheren Veranderungen in den Sphingolipidleveln fihren kénnten.
Eine gewisse Zelltypabhangigkeit kann jedoch ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.
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Eine solche Zelltypabhangigkeit wird besonders deutlich fir MRC-5-Zellen.
Interessanterweise konnten fir MRC-5-Zellen nach Infektion mit HCoV-229E oder
MERS-CoV komplett gegensétzliche Effekte auf die Cer- und SM-Level gezeigt werden
(siehe Abbildung 26).

Die einzige Anderung, die in allen Zelltypen nach Infektion mit jedem Coronavirus
beobachtet werden konnte, ist ein Anstieg der dnhCer-Level. Ein solcher Anstieg von
dhCer-Level ist jedoch auch in Zellen nach Infektionen mit Bakterien, Pilzen und anderen
Viren gezeigt worden ((221), Fabian Schumacher, persénliche Mitteilung). Die gefundene
Hochregulation von dhCer-Spezies kénnte daher auch eine unspezifische Stressreaktion
auf eine Infektion mit (irgend)einem Pathogen sein.

Bei genauer Betrachtung der Sphingolipidlevel der uninfizierten Zelltypen ist auffallig,
dass MRC-5-Zellen relativ hohe prozentuale Cer-Level im Vergleich zu den anderen in
dieser Arbeit untersuchten Zelltypen aufweisen (siehe Abbildung 27). Wichtig ist hierbei
zu erwdhnen, dass MRC-5-Zellen Fibroblasten sind, die aus einem Embryo gewonnen
wurden (203). Dieser Hintergrund ware ein moglicher Erklarungsansatz fir die hohen
basalen Cer-Level im Vergleich zu den anderen hier untersuchten permanenten Zelltypen
sowie weiteren permanenten Zelllinien aus der Literatur (222).

Es kann weiterhin vermutet werden, dass in MRC-5-Zellen die zusatzliche Produktion von
Cer wéahrend der Infektion lokal begrenzt ausfallt und daher die globalen Level nicht
weiter beeinflusst werden oder dass MRC-5-Zellen bereits tber ausreichend hohe basale
Cer-Level verfigen und somit keine zusatzliche Produktion infolge der Infektion erfolgen
muss.

Letztere Hypothese wird unterstitzt durch den Befund, dass die Replikation von
Coronaviren in MRC-5 durch nSMase2-Inhibition unbeeintrachtigt bleibt. Um
abschlieBend zu klaren, inwieweit MRC-5-Zellen eine Sonderposition hinsichtlich ihrer
Cer-Level einnehmen, missen weitere Sphingolipidomanalysen mit relevanten primaren

Zellmodellen durchgefiihrt werden.

Die hier erhobenen Daten stimmen zum Grof3teil (mit Ausnahme der MRC-5-Zellen) mit
den Resultaten anderer, zum Teil erst kirzlich publizierter, Studien Uberein. So konnte
ein signifikanter Anstieg von Cer-Spezies in HCoV-229E-infizierten Huh-7 Zellen (127),
in MERS-CoV-infizierten Calu-3-Zellen (1338) und fur SARS-CoV-2-Infektionen in
A549-ACE2 und HEK-293T-ACE2-Zellen (122), sowie in VeroE6-Zellen (134, 135)

gezeigt werden.
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Ahnliche Auswirkungen auf den zellularen Sphingolipidhaushalt wurden auch fiir weitere
+ssRNA-Viren beobachtet. So konnte flir verschiedene Mitglieder der Familie Flaviviridae
eine Erhéhung von Cer-Leveln in infizierten Zellen nachgewiesen werden (223).
Interessanterweise wurde in einer vergleichenden Studie gezeigt, dass Rhinovirus A (ein
RO-bildendes +ssRNA-Virus) und IAV (ein im Zellkern replizierendes —ssRNA-Virus) in
Calu-3-Zellen eine starke Deregulation von Sphingolipiden auslésen, mit einer
signifikanten Herabregulation von verschiedenen SM-Spezies (224). Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass Viren auch unabhéangig von einer RO-Bildung Sphingolipide in
vergleichbarem Umfang deregulieren. Zudem induzieren verschiedene DNA-Viren aus
der Familie der Orthoherpesviridae ebenfalls eine Hochregulation von Cer-Spezies und
eine Reduktion von SM-Spezies in infizierten Zellen (225).

Dies kénnte darauf hindeuten, dass entweder ein potenziell konservierter viraler
Mechanismus existiert, der unabhéngig von der RO-Bildung &hnliche Deregulationen des
Sphingolipidhaushaltes in infizierten Zellen induziert oder aber die beobachteten
Veranderungen der Sphingolipide Teil einer infektionsinduzierten Stressantwort der

infizierten Zellen sind.

4.2. Die Rolle von zellularen Sphingomyelinasen in der Replikation von

Coronaviren

4.2.1 Coronaviren zeigen eine unterschiedliche Abhangigkeit von

verschiedenen zellularen Sphingomyelinasen

Der in einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen beobachtete Anstieg von Cer-Leveln
bei gleichzeitiger Reduktion der SM-Level flhrte zu der Hypothese, dass SMasen an der
Replikation von Coronaviren beteiligt sein kdnnten. Die SMasen bilden eine Gruppe von
Enzymen, die anhand ihres pH-Optimums unterschieden werden (143). Fur die aSMase
wurde bereits eine wichtige Rolle beim Eintrittsprozess von SARS-CoV-2 in die Zelle
beschrieben (162, 226). Eine Rolle von nSMasen in der Replikation von Coronaviren
wurde bisher nicht im Detail untersucht, konnte jedoch fir andere Viren, wie das West-
Nil-Virus (WNV), ZIKV oder HIV, nachgewiesen werden (129, 132, 200).

Interessanterweise resultierte die Inhibition der aSMase mit zwei spezifischen Inhibitoren
(ARC39 und PCK310) nur bei SARS-CoV-2 (im Einklang mit bereits publizierten Studien)
in einer signifikant verminderten Replikation (siehe Abbildung 13). Dieser Befund wird
durch die Knockdown-Daten insoweit bestatigt (siehe Abbildung 16), dass eine Reduktion
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der aSMase-Expression nur die SARS-CoV-2-Replikation, nicht jedoch die Replikation
der anderen Coronaviren, verminderte. Dieser Befund befindet sich auch im Einklang mit
bereits publizierten Daten. So wurde beispielsweise mit virusahnlichen Partikeln (virus-
like particles), die das SARS-CoV-2-S-Protein prasentieren und somit den ACE2-
abhéangigen Eintritt von SARS-CoV-2 imitieren kénnen, nachgewiesen, dass der Eintritt
von SARS-CoV-2 in die Zelle von der Aktivitat der aSMase abhangig ist (162). Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass infolge der Interaktion des SARS-CoV-2-S-Proteins mit
dem ACE2-Rezeptor eine Relokalisierung der aSMase zur auBeren Zellmembran
stattfindet (226).

Es kann daher vermutet werden, dass der Effekt der aSMase auf den Viruseintritt
abhangig vom verwendeten Eintrittsrezeptor sein kdnnte. SARS-CoV-2 verwendet,
ebenso wie SARS-CoV und HCoV-NL63, den humanen ACE2-Rezeptor (36, 37, 227).
HCoV-229E und MERS-CoV verwenden dagegen andere Rezeptoren (CD13/APN
beziehungsweise DPP4) (34, 35). Um diese Hypothese zu prifen, kdnnten die
Experimente auf weitere Coronaviren, wie z. B. SARS-CoV und HCoV-NL63, die
ebenfalls ACE2 als Rezeptor nutzen, ausgeweitet werden.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass Antidepressiva eine antivirale Wirkung gegen
Coronaviren in vitro haben (160-164). Dazu gehdéren insbesondere FIASMAs
(funktionelle Inhibitoren der sauren SMase), deren antivirale Wirkung gegen
SARS-CoV-2 im Wesentlichen durch die Hemmung der zellularen aSMase-Aktivitat
vermittelt wird (162, 163). Uberraschenderweise konnte jedoch auch nachgewiesen
werden, dass FIASMAs auch eine Wirkung auf MERS-CoV haben (164). Die in der
vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten legen jedoch nahe, dass die inhibierenden
Effekte der Antidepressiva auf MERS-CoV nicht im Zusammenhang mit ihrer FIASMA-
Aktivitat stehen. Es bleibt zu untersuchen, ob die (auf der Grundlage von Docking-Daten)
postulierte Bindung dieser Antidepressiva an das coronavirale S-Protein und die 3CLP™
(164) zu dieser antiviralen Wirkung beitragen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nSMasen, vor allem die nSMase2, wichtige
Wirtszellfaktoren sind, die die Replikation von Coronaviren in Huh-7-ACE2-Zellen
unterstitzen. Die pharmakologische Inhibierung der nSMasen (durch GW4869) oder
nSMase2 (durch PDDC) reduzierte die Replikation aller drei verwendeten Coronaviren
signifikant (siehe Abbildung 14). Um unspezifische Effekte der in dieser Arbeit

verwendeten Inhibitoren auszuschlie3en, wurden auBerdem genetische Knockdowns der
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zellularen Sphingomyelinasen mittels siRNAs durchgefihrt. Der Einsatz von SMase-
Transkript-spezifischen siRNAs bestéatigte, dass alle nSMasen fir SARS-CoV-2-
Infektionen von Bedeutung sind, wéahrend nur die nSMase2 eine Rolle fir die MERS-
CoV-Infektion zu spielen scheint (siehe Abbildung 16). Fir HCoV-229E-Infektionen zeigte
der Knockdown von nSMase-Transkripten keine nachweisbare Wirkung. Mdgliche
Ursachen fir diesen Befund missten in weiteren Studien im Detail untersucht werden.
Erste experimentelle Daten zeigten bereits, dass auch Doppel- oder Dreifach-
Knockdowns von zellularen nSMasen keine signifikante Hemmung der HCoV-229E-
Replikation in Huh-7-ACE2-Zellen verursachten (Daten hier nicht gezeigt), wobei in dem
verwendeten experimentellen Protokoll jedoch nicht sichergestellt war, dass die
transfizierten Zellen tatsachlich (alle) 2 oder 3 unterschiedlichen siRNAs aufgenommen
hatten.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass zwischen verschiedenen
Coronaviren Unterschiede bestehen hinsichtlich ihrer Abhéangigkeit von zellularen
Sphingomyelinasen. Da nur die Hemmung der nSMase2-Aktivat zu einer signifikanten
Unterdriickung der Virusreplikation aller hier untersuchten Coronaviren fliihrte, habe ich
mich bei den nachfolgenden Arbeiten auf dieses Enzym konzentriert.

4.2.2 Die neutrale Sphingomyelinase 2 ist ein wichtiger Wirtszellfaktor
fuir die Bildung von coronaviralen replikativen Organellen in Huh-7-
ACE2-Zellen

Um die Rolle der nSMase2 in der viralen Replikation zu charakterisieren, wurden
Experimente durchgefihrt, in denen geeignete Inhibitoren der nSMase-Aktivitat zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der HCoV-229E-Infektion zugegeben wurden.
Hierbei wurde festgestellt, dass der nSMase2-Inhibitor PDDC einen frihen Schritt der
Replikation beeintrachtigt, nicht jedoch den Viruseintritt (siehe Abbildung 17). Fir
verschiedene Vertreter der Flaviviridae war bereits gezeigt worden, dass Cer-Spezies zu
den wesentlichen Lipidbestandteilen von viralen ROs gehéren (129, 132), die bereits kurz
nach dem Eintritt des Virus in die Zelle vermehrt gebildet werden. Daher wurde als
nachstes getestet, ob der nSMase2-Inhibitor PDDC die Bildung von coronaviralen ROs
in infizierten Zellen reduziert. Die Inhibition der nSMase2 mittels PDDC fihrte zu &hnlich
Bildung viraler ROs in infizierten Zellen wie sie auch bei Verwendung bereits bekannter
RO-Inhibitoren (Py-2 und K22) gefunden wird (127, 214) (siehe Abbildungen 18 und 19).
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Jedoch kann anhand dieses Versuches nicht ausgeschlossen werden, dass
vorangehende Schritte des viralen Replikationszyklus, wie z.B. Translation der viral
Genom-RNA oder Spaltung der viralen Replikase-Polyproteine, bereits durch PDDC
gehemmt werden und somit zu einer Beeintrachtigung der RO-Bildung fihren kénnten.

Um die Hypothese einer nSMase2-Beteiligung an der coronaviralen RO-Biogenese
weiter zu untersuchen, wurden im nachsten Schritt Kolokalisationsstudien von nSMase2,
Cer (Produkt der nSMase2) und SM (Substrat der nSMase2) mit coronaviralen ROs
durchgefihrt. Im Einklang mit den zuvor erhobenen Daten konnte eine Kolokalisierung
von Cer und nSMase2, aber nicht von SM, mit viralen ROs festgestellt werden (siehe
Abbildungen 20-22). Der Nachweis von Cer erfolgte dabei mittels eines spezifischen
Antikérpers. Da keine geeigneten Antikérper zum Nachweis von endogenem SM
verflgbar sind, wurde die intrazellulare Lokalisation von SM wurde mit Hilfe eines SM-
Bindeproteins, Eqt, bestimmt (210). Es gibt weitere SM-Bindeproteine, z.B. Lysenin, die
in weiteren Studien zur unabhangigen Bestatigung der hier gezeigten Daten verwendet
werden kdnnten (228).

Der Nachweis der Kolokalisation der nSMase2 mit coronaviralen ROs gelang in dieser
Arbeit durch Verwendung eines Expressionskonstrukts, dass eine Uberexpression der
nSMase2 als Fusionsprotein mit einem C-terminalen eGFP in transfizierten Zellen
ermoglichte. Die gefundene Kolokalisation der nSMase mit ROs war dabei nicht von der
katalytischen Aktivitdt der nSMase2 abhéangig, wie die bei Verwendung einer inaktiven
nSMase-Mutante gewonnenen Daten zeigten (siehe Abbildung 23). Einschrankend muss
jedoch festgehalten werden, dass aus der starken Uberexpression der nSMase2 nur
bedingt Rickschlisse auf die Lokalisation der nSMase?2 unter physiologisch relevanten
Bedingungen gezogen werden kdnnen. Diese Einschrankung gilt vor allem auch deshalb,
weil nach Uberexpression von eGFP (also ohne nSMase2-Anteil) eine partielle
Kolokalisation (wenn auch in deutlich geringerem Umfang) beobachtet wurde (siehe
Abbildung 24).

Die Kolokalisation coronaviraler ROs mit Cer und nSMase2, nicht jedoch mit SM, spricht
fir eine Beteiligung der nSMase2-Aktivitdt an der Biogenese coronaviraler ROs in Huh-
7-ACE2-Zellen. Es muss jedoch erwahnt werden, dass bisherige Interaktionsstudien von
coronaviralem nsp3 bzw. nsp4 mit nSMase2 keine Hinweise fir stabile Interaktionen
ergeben haben. Andere Studien brachten jedoch Hinweise auf Interaktionen zwischen

nSMase3 und nsp3 (85, 89). Somit bleibt die Frage offen, ob es eine zelltypabhangige
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bzw. virusabhangige Rekrutierung bestimmter nSMase-Typen durch nsp3 und/oder nsp4
gibt oder aber eine generelle Redundanz besteht und aufgrund ihrer hdheren Abundanz
im ER bisher ausschlieBlich die nSMase3 als Bindungspartner identifiziert werden
konnte.

Eine Kolokalisation von Cer mit viralen ROs bei gleichzeitiger Abwesenheit von SM wurde
auch far einige Viren aus der Familie Flaviviridae gezeigt. Interessanterweise scheint
jedoch der beobachtete Phanotyp (die Kolokalisation von Cer mit viralen ROs bei
gleichzeitiger Abwesenheit von SM) unter den Mitgliedern der Flaviviridae nicht
konserviert zu sein. Fir HCV wurde beispielsweise SM statt Cer als essentieller
Bestandteil der ROs beschrieben (130). Fir WNV-infizierten Zellen wurde berichtet, dass
sowohl Cer als auch SM Bestandteil der ROs sind (131, 132). Fir das DENV wurde
beschrieben, dass Cer-Spezies nicht mit den viralen ROs lokalisieren und eine Inhibition
der De-novo-Synthese von Ceramiden die virale Replikation erhéht (132). Das ZIKV
induziert jedoch Veranderungen, die mit den fir Coronaviren erhobenen Daten
vergleichbar sind. So konnte beispielsweise eine Kolokalisation von Cer mit viralen ROs
nachgewiesen werden, bei gleichzeitiger Abwesenheit von SM (nachgewiesen durch das
Eqt) (129). Die Daten lassen somit den Schluss zu, dass die Kolokalisation von Cer mit
viralen ROs ein bei Coronaviren konserviertes Muster darstellt, das jedoch (nach
aktueller Datenlage) nicht fur alle +ssRNA-Viren in gleicher Weise gilt.

4.2.3 Die neutrale Sphingomyelinase 2 ist kein zelltyplibergreifender
Wirtsfaktor der coronaviralen Replikation

Wie in Abschnitt 4.1 bereits besprochen, konnte in infizierten MRC-5-Zellen keine
Erhéhung der Cer-Level beobachtet werden. Da MRC-5-Zellen grundsatzlich héhere Cer-
Spiegel als andere Zelltypen aufweisen, besteht mdglicherweise in diesem Zelltyp keine
Notwendigkeit, durch zusatzliche SMase-vermittelte Cer-Bildung die effiziente
Replikation von Coronaviren in MRC-5-Zellen sicherzustellen.

Um diese Vermutung zu tberprifen, wurde der Effekt des nSMase2-Inhibitors PDDC auf
die Replikation von Coronaviren sowohl in MRC-5- als auch A549-Zellen getestet (siehe
Abbildung 28). Die Resultate unterstitzen die Hypothese, dass die nSMase2 fir die
Replikation von Coronaviren in MRC-5-Zellen keine wesentliche Rolle spielt.
Uberraschenderweise filhrte auch die Inhibition der nSMase2 zu keiner Senkung der
Virustiter von SARS-CoV-2 oder HCoV-229E in A549-Zellen. Somit scheint die nSMase2
auch in A549-Zellen nicht essentiell fir die coronavirale Replikation zu sein. Jedoch
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zeigte die hier durchgefiihrte sowie weitere publizierte Sphingolipidanalysen, dass A549-
Zellen infolge von Coronavirus-Infektionen (im Gegensatz zu MRC-5-Zellen) signifikant
erhbéhte Cer-Level aufweisen (122). Daher kann spekuliert werden, dass andere Enzyme
des Sphingolipidmetabolismus mdglicherweise an der Entstehung von Cer in
Coronavirus-infizierten ~ A549-Zellen  beteiligt sind.  Ausgehend von  der
Sphingolipidanalyse der infizierten Zellen kann eine generell erh6hte De-novo-Synthese
von Sphingolipiden als Quelle der erhéhten Cer-Level ausgeschlossen werden. Eine
erhdéhte De-novo-Synthese wirde mit erh6hten dhSph-Leveln einhergehen, welches ein
Zwischenprodukt bei der Entstehung von Cer in der De-novo-Synthese ist (Abbildung
34). Ininfizierten A549-Zellen konnte jedoch keine Erhéhung der dhSph-Level festgestellt
werden (Abbildung 25).

In den SARS-CoV-2 infizierten A549-ACE2-Zellen konnte allerdings eine signifikante
Reduktion von Sph- und dhSph-Leveln detektiert werden. Der gleichzeitige Anstieg von
Cer- und dhCer-Leveln deutet auf eine Involvierung der Ceramid-Synthasen (CerS) hin,
welche die Bildung von (dh)Cer aus (dh)Sph katalysieren (229). Aufféllig ist in infizierten
A549-ACE2-Zellen auBerdem die signifikante Herabregulierung von LacCer-Spezies. Ein
erhdhter Abbau dieser GSL kdnnte somit auch die erhéhten Cer-Level in den infizierten
Zellen erklaren.

In den HCoV-229E-infizierten A549-CD13-Zellen konnte keine signifikante Reduktion von
einer der untersuchten Sphingolipid-Spezies nachgewiesen werden. Jedoch ist auffallig,
dass die Hochregulation von dhCer-Spezies deutlich geringer ausfallt, als in
SARS-CoV-2 infizierten A549-ACE2-Zellen. Es bleibt zu untersuchen, ob diese
Beobachtungen mdglicherweise ihre Ursache in einer erhéhten Aktivitdt des Enzyms
Dihydroceramid-Desaturase (DEGS) in HCoV-229E-infizierten A549-Zellen haben.
Dieses Enzym katalysiert die Bildung von Cer aus dhCer durch das Einbringen einer
Doppelbindung in das Sphingolipid-Rickgrat (230).

Um eine Beteiligung der oben diskutierten Enzyme in der Replikation von Coronaviren
nachzuweisen, kénnten zum Beispiel weitere Inhibitorstudien sowie siRNA-vermittelte
Knockdowns mit infizierten A549-Zellen durchgefiihrt werden. Eine Ubersicht (iber
potentielle Cer-generierende Enzyme, welche in A549-Zellen wahrend Coronavirus-
Infektionen von Bedeutung sein kdnnten, wird in Abbildung 33 gegeben.
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Abbildung 34: Ubersicht iiber den Sphingolipid-Metabolismus mit Hervorhebung von Enzymen, die
in Coronavirus-infizierten A549-Zellen Cer generieren kénnten. Basierend auf den Anderungen des
Sphingolipidhaushaltes in Coronavirus-infizierten A549-Zellen kénnten verschiedene Enzyme der De-
novo-Synthese oder des ,salvage pathway” infolge von Coronavirus-Infektionen zur vermehrten Bildung
von Cer beitragen. Diese Enzyme sind hier in rot markiert. Entnommen und modifiziert aus (148), lizensiert
durch Creative Commons-Lizenz (CC BY 4.0) https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

4.4 Uberexpression von HCoV-229E-nsp3-4 induziert die Bildung von
RO-ahnlichen Membranveranderungen

Coronavirus-induzierte ROs bestehen priméar aus DMVs, die tiber CMs untereinander und
mit dem ER verbunden sind (67). Es wurde bereits flir Betacoronaviren gezeigt, dass die
Plasmid-vermittelte Expression von zwei nsps, nsp3 und nsp4, ausreichend fir die
Bildung von artifiziellen ROs ist. In dieser Arbeit wurde dieses System zum ersten Mal fir
ein Alphacoronavirus (HCoV-229E) etabliert.

Hierflr wurde ein Expressionsvektor (pcDNAS.1) fliir HCoV-229E-nsp3-4 generiert. Durch
Einflgen von Mutationen (Cys1701 zu Ala und Lys2481 zu Ala) wurden nsp3-4-Varianten
generiert, deren Spaltung durch Inaktivierung der PL2P™ (C1701A) oder Veranderung der
Schnittstelle (K2481A) verhindert werden sollte. Als zusétzliche Kontrollen wurden
Konstrukte generiert, die fir die einzelnen nsps, also nur nsp3 oder nur nsp4, kodieren.

Far den immunologischen Nachweis des nsp3-4-Fusionsproteins und der Einzelproteine
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mittels spezifischer Antikérper wurden geeignete Epitope an die Termini der Proteine
angeftgt (HA an den N-Terminus von nsp3 und V5 an den C-Terminus von nsp4).

Die zellulare Expression und proteolytische Prozessierung des HA-nsp3-4-V5-
Fusionsproteins wurden mittels Westernblot und die Expression und Lokalisation der
Proteine durch Immunfluoreszenz untersucht. Die eingebrachten Mutationen in PL2P™
(C1701A) und Schnittstelle (K2481A) verhinderten, wie erwartet, die Spaltung von nsp3-
4 in die beiden Prozessierungsendprodukte nsp3 und nsp4 (siehe Abbildung 30).

Zusatzlich wurde getestet, ob die Spaltung des nsp3-4, wie zuvor fur MERS-CoV und
SARS-CoV-2 gezeigt (48, 50), essentiell fir die Entstehung von RO-ahnlichen Strukturen
ist. Hierbei zeigte sich, dass die Plasmid-vermittelte Expression des HCoV-229E-nsp3-4,
unabhangig von der proteolytischen Prozessierung, zu einer lokalen Anreicherung im
perinukledren Bereich der Zelle flhrte (siehe Abbildung 30). Die beobachtete
punktférmige Akkumulation entsprach im Wesentlichen den in infizierten Zellen
beobachteten Lokalisationsmustern viraler ROs. Ein vergleichbares perinukleares
punktuelles Verteilungsmuster konnte hingegen nicht beobachtet werden, wenn nsp3
oder nsp4 einzeln produziert wurden. In letzterem Fall waren die beiden Proteine jeweils

eher diffus in der Zelle verteilt.

Die Bildung von RO-ahnlichen Strukturen durch die heterologe Expression von HA-nsp3-
4-V5 wurde auch durch elektronenmikroskopische Analysen bestétigt (wie bereits zuvor
flr Betacoronaviren gezeigt (48, 50). Die Bildung von vesikularen Strukturen (partiell mit
Doppelmembranen) konnte auch fir die beiden nicht spaltbaren nsp3-4-Varianten
(HA-nsp3-4-V5_K2481A und HA-nsp3-4-V5_C1701A) nachgewiesen werden. Es kann
daher vermutet werden, dass die proteolytische Prozessierung des nsp3-4-
Fusionsproteins nicht essentiell fir die Bildung von ROs von HCoV-229E ist. Fir EAV
wurden vergleichbare Resultate gefunden (231), jedoch konnten fiir Betacoronaviren
keine ROs bei ausbleibender Spaltung von nsp3 und nsp4 beobachtet werden (48). Es
kann daher spekuliert werden, dass es Unterschiede zwischen den verschiedenen
Genera der Coronaviren beziglich der Notwendigkeit der proteolytischen Prozessierung
von nsp3-4 fir die Ausbildung von ROs gibt.

Aufféllig war weiterhin, dass sowohl in den transfizierten als auch in HCoV-229E-
infizierten Proben nur in einigen Fallen Doppelmembranen fir die vesikularen Strukturen
nachgewiesen werden konnten. Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, dass eine
chemische Fixierung (wie hier mit PFA und Glutaraldehyd durchgeflihrt) zu einer
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mangelhaften Konservierung von DMVs in infizierten Zellen flhren kann (47). Als
Alternative sollte daher die Durchfiihrung der Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM) in
Betracht gezogen werden, da diese bekanntermalen zu einer besseren Konservierung
von DMVs fihrt (47).

4.5 Ceramide sind wesentliche Bestandteile coronaviraler ROs

4.5.1 Ceramide sind Bestandteile artifiziell-induzierter ROs

Nachdem das System zur Erzeugung artifizieller ROs mittels Uberexpression des HCoV-
229E-nsp3-4 etabliert wurde und die Entstehung von RO-&hnlichen Strukturen mittels
Elektronenmikroskopie bestéatigt wurde, erfolgte anschlieBend die Analyse des
Sphingolipidoms von Zellen, die Plasmid-vermittelt das nsp3-4 Uberexprimierten. Diese
Analyse sollte die Frage beantworten, ob auch unter Verwendung des RO-induzierenden
Minimalsystems (also unabhé&ngig vom Kontext eines kompletten viralen
Replikationszyklus) Sphingolipidveranderungen nachgewiesen werden kénnen, die den
in virusinfizierten Zellen gefundenen Veranderungen ahneln oder gleichen.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Induktion von artifiziellen ROS durch die
Uberexpression des nsp3-4 (im Vergleich zum Leervektor, der kein virales Protein
kodiert) zu einer Erhéhung der Cer-Level fiihrt (siche Abbildung 32). Die Anderungen im
Lipidmuster glichen (wenn auch in etwas geringerem Ausmaf) den Anderungen, die fiir
HCoV-229E-infizierte Huh-7-ACE2-Zellen gefunden worden waren. Dies lasst den
Schluss zu, dass die beobachteten Cer-Anstiege zumindest teilweise mit der Bildung von
ROs assoziiert sind. Die schwéachere Deregulation im Vergleich zu infizierten Zellen
kénnte an einer geringeren Transfektionsrate (ca. 40 %) im Vergleich zur Infektionsrate
(Uber 65 % in HCoV-229E-infizierten Huh-7-ACE2-Zellen) liegen. Zudem sind
unterschiedliche Zeitpunkte nach Infektion (12 h p. i.) bzw. Transfektion (24 h p. t.)
verglichen worden. Des Weiteren kdnnte auch das Fehlen weiterer viraler Faktoren (z.B.
nsp6) im Minimalsystem zu Unterschieden in der Deregulierung der Sphingolipide flhren.
Es wurde gezeigt, dass nsp6 eine unterstitzende Rolle in der Bildung des RO-
Netzwerkes haben (51). Nsp6 ist entbehrlich fur die Bildung von ROs (48). Jedoch konnte
gezeigt werden, dass eine Koexpression von SARS-CoV-2-nsp6 zusammen mit dem
korrespondierendem nsp3-4 zur Bildung von DMVs fihrt, deren Durchmesser denen von
infektionsinduzierten DMVs entsprach. Zudem wurde eine vermehrte Ausbildung von
CMs beobachtet (51). Interessanterweise zeigte auch die Uberexpression beider
ungespaltenen nsp3-4-Varianten &hnliche Deregulationsmuster der Sphingolipide wie
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das Wildtyp-Konstrukt. Es konnte fir die Spaltstellen-Mutante (K2481A) sogar eine
starkere Erhdhung der Cer-Level festgestellt werden. Dies bestéatigt, dass nsp3-4-
Molekile (auch ohne eine proteolytische Prozessierung durch die PL2P™)
Membranumstrukturierungen in der Zelle herbeifihren kénnen und in diesem Kontext
auch eine Lipid-Deregulation induzieren.

Nachdem festgestellt wurde, dass die Bildung artifizieller ROs (nach Uberexpression des
HCoV-229E-nsp3-4) zum Anstieg von zellularen Cer-Leveln flhrt, wurde die Lokalisation
von Cer mit artifiziellen ROs untersucht. Ahnlich zu infizierten Zellen, konnte auch hier
gezeigt werden, dass Cer mit artifiziellen ROs in HA-nsp3-4-V5-Uberexprimierenden
Zellen kolokalisiert (siehe Abbildung 33). Diese Kolokalisation erforderte
interessanterweise keine Spaltung von nsp3-4. Dies bestéatigt erneut, dass nsp3-4-
induzierte Membranumstrukturierungen von nsp3-4 unabhangig von der proteolytischen
Prozessierung dieses Proteins erfolgen kénnen. Jedoch konnte, anders als bei den
infizierten Zellen, auch Cer detektiert werden, dass nicht mit ROs kolokalisiert. Beim
Vergleich der Sphingolipidwerte der Leervektor-transfizierten Huh-7-ACE2-Zellen mit
uninfizierten Huh-7-ACE2-Zellen aus der vorangegangenen Analyse fallt jedoch auf, dass
die Transfektion allein zu einer Erhdhung der zellularen Cer-Level fihrt (um das ca. 1,8-
fache). Somit kénnte das nicht mit ROs kolokalisierende Cer unspezifisch durch die

Transfektion gebildet worden sein und daher diffus in der Zelle verteilt vorkommen.

Die Daten belegen in ihrer Gesamtheit, dass (in Huh-7-ACE2-Zellen) Cer sowohl mit
Coronavirus-induzierten ROs als auch mit ROs, die durch HA-nsp3-4-V5-Expression

generiert wurden, kolokalisiert.

4.5.2 Cer kolokalisiert zelltypunabhangig mit ROs

Da die oben beschriebenen Kolokalisationsstudien ausschlieBlich in infizierten oder
transfizierten Huh-7-ACE2-Zellen durchgefihrt wurden, sollte abschlieBend Uberprift
werden, ob der verwendete Zelltyp dartber (mit)entscheidet, ob bestimmte Cer-Spezies
an der Bildung viraler ROs beteiligt sind. Interessanterweise konnte auch fur A549- und
MRC-5-Infizierte Zellen eine starke Kolokalisation von Cer mit coronaviralen ROs
bestatigt werden (siehe Abbildung 29). Dieses Resultat weist darauf hin, dass Cer-
Spezies vermutlich zelltypunabhangig ein Bestandteil coronaviraler ROs sind. Auch wenn
in MRC-5-Zellen keine globale Erhéhung der Cer-Level gefunden werden konnte, kénnte
es madglicherweise dennoch zu einer lokalen Cer-Produktion und/oder -Akkumulation
kommen, deren Nachweis in unseren bisherigen Analysen aufgrund der hohen basalen
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Cer-Level jedoch nicht méglich war. Angesichts der zum gegenwartigen Zeitpunkt
begrenzten Datenlage bleibt diese Mdglichkeit jedoch relativ spekulativ und erfordert

weitere Untersuchungen zu ihrer Bestatigung.

4.5.3 Mogliche Rollen von Cer in der Bildung von coronaviralen ROs
Cer-Spezies haben aufgrund ihrer konischen Form eine bedeutende Rolle in der
Induktion von Membrankrimmungen (232). Durch Bildung von Cer-angereicherten
Regionen in zellularen Membranen werden Prozesse wie Endozytose, Membranfusion,
Membraninvagination oder Exozytose induziert (233, 234). Die Expression von nsp3-4
(im Kontext einer Infektion oder durch heterologe Expression des Proteins) kénnte somit
zur Anreicherung von konisch-geformten Cer-Spezies in ER-Membranen flihren, die
wiederum Krimmungen und eventuell sogar Invaginationen von ER-Membranen
auslosen.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Wirtszellfaktoren (sowohl Proteine als auch
Lipide) beschrieben, die eine wichtige Rolle in der Bildung von coronaviralen ROs spielen
(82, 85, 86, 89, 96, 118, 119). Es erscheint daher aufB3erst unwahrscheinlich, dass die
Cer-Anreicherung allein fir die nsp3-4-induzierten Membranumstrukturierungen
ausreichend ist. Es wurde bereits gezeigt, dass Cer-angereicherte Mikrodoméanen zu
einer Rekrutierung von Membranproteinen fihren kénnen (194, 235). Es wéare somit
denkbar, dass die durch nsp3-4-Produktion induzierte Cer-Anreicherung zu einer
Rekrutierung von Wirtszellfaktoren fihrt, die zu den Membranveranderungen und somit

zur Bildung viraler ROs beitragen.

Nachfolgend gebe ich eine Auswahl von Wirtszellfaktoren, die an der coronaviralen RO-
Bildung beteiligt sind, und potentiell durch Cer-angereicherte Mikrodomé&nen rekrutiert
werden kdnnten:

(i) Die Familie der RTN-Proteine: RTN3 und RTN4 wurden als wichtige Wirtszellfaktoren
fur die RO-Bildung in SARS-CoV-2-infizierten Zellen nachgewiesen (103). Ein
Knockdown von je einem der beiden RTN-Proteine resultierte im (fast) vollstandigen
Fehlen von viralen ROs in den infizierten Zellen. Die priméare Funktion von RTN-Proteinen
ist die Generierung von tubularen Strukturen aus dem ER, wobei die Membran-Topologie
der RTN-Proteine zu einer Krimmung der ER-Membran fuhrt (236). Fir RTN-Proteine
wurde auBerdem eine Sphingolipid-Bindedoméane nachgewiesen (237). Es lasst sich
daher spekulieren, das RTN-Proteine durch die Cer-Anreicherung zu den nsp3-4-
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induzierten zER-Strukturen rekrutiert wird und dort an der Induktion von Membran-
Krimmungen beteiligt ist.

(i) Der REEP5-TRAM1-Komplex: Es wurde gezeigt, dass der REEP5-TRAM1-Komplex
an nsp3 von SARS-CoV-2 bindet und ein REEP-Knockout zu einer reduzierten RO-
Bildung fuhrt (85). REEPS besitzt eine Reticulon-Homologie-Doméne und ist ebenfalls an
der Entstehung von gekrimmten, tubuldren Strukturen aus dem ER beteiligt (104).
TRAM1 ist beteiligt an der Translokation von Proteinen ins ER (105) und wurde
interessanterweise als Cer-Bindeprotein beschrieben (238). Es kann gemutmalft werden,
dass TRAM1 in Cer-angereicherten Mikrodoméanen angereichert wird und dort
zusammen mit nsp3 REEPS rekrutiert, um die Krimmung der zER-Membranen zu
induzieren.

(iii) Die Lipid-Scamblasen TMEM41B und VMP1: Sowohl TMEM41B als auch VMP1
wurden in einer Vielzahl von Studien als wichtige Wirtszellfaktoren mit einer Beteiligung
an der viralen RO-Bildung beschrieben (91, 95-97, 107, 108). Beide
Transmembranproteine fungieren als Phospholipid-Scramblasen und regulieren die
Lipidzusammensetzung von Membranen, insbesondere die Verteilung von
Phosphatidylserin und Cholesterol (106). Sowohl fir TMEM41B als auch VMP1 existieren
Hinweise, dass sie Uber eine Sphingolipid-Bindedomane verfligen (Doktorarbeit von L.-
C. Forster, unpubliziert). Auch fur diese beiden Proteine lasst sich spekulieren, dass sie
infolge von nsp3-4-induzierten Cer-Anreicherungen rekrutiert werden und anschlielBend
die Lipidzusammensetzung der gezipperten Membranen weiter verandern, was
schlussendlich die Bildung von ROs férdern kénnte.

(iv) Der Autophagie-Faktor LC3: LC3-Proteine sind an der zelluldaren Vesikelbildung
beteiligt und gelten als Marker fir Autophagosomen und die sogenannten EDEMosomen
(110, 111). Eine Kolokalisation von LC3 mit ROs von Arteriviren und Coronaviren konnte
ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch existieren hier widersprichliche Daten (112-
116). Interessanterweise haben Studien zu den Identifikationspartnern von LC3 gezeigt,
dass LC3 mit NSMAF interagiert (239). In einer weiteren Publikation wurde eine
Rekrutierung der nSMase2 mittels NSMAF-LC3-Interaktion zu Multivesikel-Kérperchen
beschrieben, wobei durch nSMase2-generierte Cer-angereicherte Mikrodomanen die
Bildung von intraluminalen Vesikeln durch Invagination auslésen (240). Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Pradsenz von Cer in Membranen die Bindung von LC3 erhéht (241). Es
kann vermutet werden, dass LC3 nach nsp3-4-vermittelter Cer-Akkumulierung rekrutiert
wird und anschlieBend weitere Faktoren, die z.B. bei der Reifung von Autophagosomen
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beteiligt sind, rekrutiert und somit die Vesikelbildung stimuliert. Zelltypabhéngig kdnnte
ebenso durch LC3 eine Rekrutierung der nSMase?2 stattfinden, welche dann in einem

moglichen positiven Feedbackloop mehr Cer generiert und somit mehr LC3 rekrutiert.

Aus den hier dargelegten Daten und den oben erwahnten Uberlegungen lasst sich
folgende Hypothese fiir die Bildung von coronaviralen ROs bilden (Abbildung 35):

Die Infektion fuhrt zu einer Expression von nsp3 und nsp4, welche in ER-Membranen
inseriert werden. Durch Interaktionen von nsp3 und 4 entstehen zER-Membranen. Durch
nsp3-4 werden Faktoren (z.B. die nSMase?2 in Huh-7-ACE2-Zellen) rekrutiert, welche zu
einer lokalen Anreicherung von Cer-Spezies in den zER-Membranen flhrt. Es kann
spekuliert werden, dass in bestimmten Zelltypen (z.B. MRC-5) bereits hohe Cer-Mengen
vorhanden sind und daher kaum zusatzliche Cer-Bildung stattfindet. Letztendlich fihrt die
Virus-induzierte Bildung von Cer-angereicherten Mikrodomanen durch (i) ihre
biophysikalischen Eigenschaften sowie (ii) die Rekrutierung von Wirtszellfaktoren zur

Krimmung der gezipperten Membranen, was schlussendlich zur Ausbildung von ROs
fuhrt.

nsp4
2. Zelltypabhéngige
ﬂ " Rekrutierung
& & \‘, von Cer-generierenden

Enzyme (z.B. nSMase2)
/ 3. Rekrutierung
von

Wirtszellfaktoren

4. Induktion
von
Membrankriimmung
und
@ Sphingomyelin Vesikelbildung

Ceramid

@ andere Lipide

Abbildung 35: Schematisches Modell der Entstehung von coronaviralen ROs durch nsp3 und nsp4
mittels Generierung von Cer-angereicherten Mikrodoméanen. Die Transmembranproteine nsp3 und
nsp4 werden kurz nach erfolgter Infektion mit Coronaviren in den infizierten Zellen exprimiert und in ER-

Membranen inseriert. Dort sorgen die nsps durch Interaktion miteinander fir das sogenannte ,ER
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zippering“ (1.). AnschlieBend werden zelluléare Cer-generierende Enzyme rekrutiert (hier: nSMase2, wie fir
Huh-7-ACE2 gezeigt), wobei zelltypabhangige Unterschiede zu bestehen scheinen (2.). Es kommt zur
Anreicherung von Cer und dem Entstehen von Cer-angereicherten Mikrodoméanen. Die Cer-angereicherten
Mikrodoménen rekrutieren verschiedene Wirtszellfaktoren (3.). Diese Wirtszellfaktoren mit
membrankrimmenden Eigenschaften sowie die Anreicherung der konischen Cer-Spezies sorgt fiir die
Krimmung der Doppelmembran und schlussendlich fiir die Vesikelbildung (4.).

4.6 Zusammenfassung

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Coronavirus-Infektionen
zeit- und zelltypabhangige Deregulationen des Sphingolipidhaushaltes in infizierten
Zellen auslésen. Auffallig war dabei, dass in einem GrofB3teil der untersuchten infizierten
Zellen ein Anstieg von zellularen Cer-Leveln bei gleichzeitigem Abfall von SM-Leveln zu
beobachten war. Dies flihrte zu der Hypothese, dass zellulare SMasen in der Replikation
von Coronaviren beteiligt sein kénnten. Es konnte bestatigt werden, dass SARS-CoV-2
auf die Aktivitat der aSMase in der Infektion angewiesen ist, jedoch konnte dieser Befund
nicht fir die anderen beiden Coronaviren bestatigt werden. Die nSMase2 konnte
dagegen als konservierter Faktor flr die Biogenese von coronaviralen ROs in infizierten
Huh-7-ACE2-Zellen identifiziert werden. Jedoch konnte festgestellt werden, dass
Coronaviren in anderen Zellsystemen nicht auf die Aktivitdt der nSMase?2 fur die virale
RO-Bildung angewiesen sind. Ein konservierter Faktor hinsichtlich der verwendeten
Coronaviren und Zelllinien waren jedoch Cer, welche als essentielle Faktoren von sowohl

infektionsinduzierten als auch artifiziell induzierten ROs nachgewiesen wurden.

4.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten lassen vermuten, dass Cer ein essentieller
Bestandteil von Coronavirus-induzierten ROs sein kdnnte. Um dies zu bestatigen, ware
eine Lipidanalyse von isolierten und aufgereinigten ROs aus infizierten und nsp3-4-
Uberexprimierenden Zellen denkbar. Weiterhin wirde ein Vergleich von infektions- mit
artifiziell induzierten ROs weitere Einblicke in die Rolle von nsp3 und nsp4 sowie von
potentiellen weiteren viralen Faktoren in der Bildung von ROs geben.

Weiterhin offen bleibt die Frage, welche Proteine durch die Cer-Anreicherung rekrutiert
werden und an der RO-Bildung beteiligt sind. Obwohl in Abschnitt 4.5.3 einige
aussichtsreiche Kandidaten beschrieben wurden, fehlen bisher experimentelle
Nachweise. Es wurden in den letzten Jahren verschiedene Methoden entwickelt, um Cer-
bindende Proteine zu identifizieren. So kénnen unter anderem klickbare Cer-Spezies
(242, 243) oder Lipid-beschichtete Beads (244) verwendet werden, um Cer-
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Bindeproteine aus Zelllysaten aufzureinigen und mittels Massenspektrometrie zu
bestimmen. Solche Versuche kdnnten auch mit Coronavirus-infizierten Zellen sowie
nsp3-4-Uberexprimierenden  Zellen  durchgefiihrt  werden, um  Cer-bindende
Wirtszellfaktoren mit Bedeutung flr die virale RO-Bildung zu identifizieren. Ebenfalls
denkbar waren Versuche, bei denen das nSMase2-eGFP-Fusionsprotein mittels
Immunprazipitation aus HCoV-229E-infizierten Huh-7-ACE2-Zellen aufgereinigt wird.
AnschlieBend kdénnten die Bindungspartner des nSMase2-GFP-Fusionsproteins
identifiziert und mit denen aus einer uninfizierten Kontrolle verglichen werden. Alternativ
ware auch die Nutzung eines bereits etablieten nSMase2-APEX2-Fusionsproteins
denkbar (245). APEX2 ist eine Peroxidase, welche Molekule in unmittelbarer Umgebung
und in Prasenz von H202 biotinyliert. Biotinylierte Proteine kénnten dann mittels
Streptavidin-Tags aus Zelllysaten aufgereinigt und anschlieBend mittels MS identifiziert
werden. Diese Methode gabe somit Auskunft Uber Proteine in der unmittelbaren
Umgebung (Radius von ungefahr 20 nm (246)) der nSMase2, jedoch nicht Uber eine
direkte Interaktion. Beide Ansadtze konnten unterstitzende Informationen Uber die
Umgebung der nSMase2 wahrend coronaviraler Infektionen liefern und Hinweise darauf
geben, welche Proteine potentiell durch die Cer-Akkumulation rekrutiert werden.

Eine weitere offene Frage ist, ob Cer an der RO-Bildung von weiteren +ssRNA-Viren
beteiligt ist. Dagegen sprechen die widersprichlichen Resultate, die fir verschiedene
Mitglieder der Flaviviridae in Bezug auf Sphingolipide als Bestandteil der ROs gewonnen
wurden (129-132). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Cer ein potentiell
essentieller Wirtsfaktor fir eine Vielzahl von +ssRNA-Viren ist. Zunachst sind Versuche
mit nicht-humanen Coronaviren geplant, um zu bestatigen, dass Cer pan-coronaviral an
der Entstehung von viralen ROs beteiligt sind. Im Anschluss wirden weitere Vertreter der
Ordnung Nidovirales, zum Beispiel Arteriviren in die Untersuchungen aufgenommen
werden. Entsprechende Versuche mit Mitgliedern weiterer Virusfamilien (z.B. Togaviridae
und Picornaviridae) kbnnten in weiterer Zukunft durchgefihrt werden, um die Rolle von

Cer in der Replikation von verschiedenen +ssRNA-Viren zu klaren.

Eine wichtige Limitation der hier durchgefihrten Studien zur Ermittlung von Coronavirus-
induzierten Veranderungen des zellularen Sphingolipidhaushaltes ist der Fokus auf
intrazellulare  Sphingolipide.  Sphingolipide  dienen nicht nur als wichtige
Membranbausteine, sondern sind auch als bioaktive Biolipide in Signalwegen involviert

und werden hierflr unter anderem sekretiert bzw. exportiert, um extrazellulare Prozesse
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zu regulieren (247). Da der Schwerpunkt der hier durchgefiihrten Studie auf der Rolle
intrazellularer Lipide lag, ist die Charakterisierung der Rolle von sezernierten
Sphingolipiden in coronaviralen Infektionen Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen.
Weiterhin war eine vergleichende Analyse des Proteoms (mit einem Schwerpunkt auf
den Enzymen des Sphingolipidmetabolismus) von infizierten Zellen geplant. Allerdings
befand sich der GroBteil der Enzyme des Sphingolipidmetabolismus unter dem
Detektionslimit von herkémmlichen Massenspektrometern.

Eine weitere Limitation dieser Studie ist, dass die Detektion von SM nur durch die
Uberexpression eines SM-Bindeproteins untersucht wurde. Zukiinftig kénnten zur
Visualisierung von Sphingolipiden auch sogenannte klickbare Sphingolipide verwendet
werden. Durch minimale Modifikation (Addition einer Alkyl- oder Azido-Gruppe) kénnen
Sphingolipide durch Kupfer-freie Klickreaktionen mit Fluorophoren gelabelt werden,
wobei bei Verwendung eines Sphingolipids mit Azido-Funktion auch die Detektion in
lebenden, nicht-fixierten Zellen mdglich ware (248). Bei der Verwendung von klickbaren
Sphingolipiden ist jedoch zu beachten, dass die Modifikationen die Lokalisation und den
Metabolismus des Sphingolipids veréandern kann und fiir die Nutzung eine Uberladung
der Zelle mit dem klickbaren Sphingolipid notwendig ist und somit eine unphysiologische

Lokalisation nicht ausgeschlossen werden kann.

Generell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Coronavirus-Infektionen zu einer
Sphingolipid-Deregulation in den infizierten Zellen fihren; am prominentesten war dabei
die Hochregulation von Cer in den meisten untersuchten Zelltypen. Daraus lasst sich
vermuten, dass der Sphingolipid-Metabolismus (insbesondere die Cer-Produktion) ein
maogliches Ziel fur antivirale Therapien sein kdnnte. Wie bereits erwahnt, befinden sich
Antidepressiva, welche als Nebeneffekt die aSMase hemmen, gegenwartig in klinischen
Studien zur Behandlung von COVID-19 Patienten (249-251). Jedoch erscheint es anhand
der hier gezeigten Daten unwahrscheinlich, dass Medikamente mit FIASMA-Funktion als
pan-coronavirale Therapiemdglichkeit zum Einsatz kommen kénnen, da die Abhangigkeit
von der aSMase-Aktivitat nicht konserviert zu sein scheint. Die Entwicklung neuer oder
die Testung vorhandener nSMase-Inhibitoren fur die Behandlung von Coronavirus-
infizierten Patienten erscheint aufgrund der Zelltypabhéngigkeit ebenfalls weniger
vielversprechend. Dennoch sollten chemische Verbindungen, die mit dem Cer-
Metabolismus interferieren, flr eine potentielle Behandlung von Coronavirus-Infektionen

auch in zuklnftigen Studien ihren Platz finden. Da sich diese Verbindungen gegen
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Wirtszellfaktoren richten, waren daraus resultierende Medikamente wenig anfallig
gegenlber Resistenzentwicklungen in den (aufgrund ihres RNA-Genoms) genetisch
variablen Coronaviren. Ein solches Medikament wére daher ein idealer Kandidat fur eine
Kombinationstherapie mit dem bisher zugelassenen Medikament Paxlovid, welches mit
der 3CLP™ ein virales Zielmolekul hat und daher von Mutationen des viralen Genoms
betroffen sein kdnnte.
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+ssRNA
3CLpro
ACE2
aSMase
APN/CD13
ATCC
B-GCase
BSA
bzw.

°C

C1PP
ca.

CCso

Cer
CERK
CerS
CM
CPE
Ct+-Wert
DENV
dhCer
dhSph
DAPI
DEGS
DMEM
DMSO
DMS
DMV
DNA
dNTP
DPP4

Plus- und einzelstrangige RNA
3C-like Protease
Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
Saure (eng. acid) Sphingomyelinase
Aminopeptidase N bzw. CD13
American Type Culture Collection
B-Glycosylcerebrosidase

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius
Ceramid-1-Phosphat-Phosphatase
circa

Zytotoxische Konzentration 50 % (eng. cytotoxic concentration
50 %)

Ceramid(e) (Singular/Plural)
Ceramid-Kinase

Ceramid-Synthase

Eng. convoluted membranes
Zytopathischer Effekt (eng. cytopathic effect)
Eng. cycle treshold

Dengue virus

Dihydroceramid

Dihydrosphingosin
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Dihydroceramid-Dehydrogenase
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Doppelmembranspherulen
Doppelmembranvesikel
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dipeptidylpeptidase IV
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dsRNA
E-Protein
EAV
EBOV
E. coli
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ER
ERGIC
ESI
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FBS

g

Xg
GAPDH
GCS
GOl
GSL

HIV
hp.i.
hp.t.
HCV
HCoV
HE
HPLC

IAV

KDR

LC3

LCB

LD

M
M-Protein
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Doppelstrang-RNA

Hull-Protein (eng. envelope protein)

Equines arteritis virus

Ebola virus

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum
ER-Golgi-Intermediarkompartiment
Elektronenspray-lonisierung

Funktionelle Inhibitoren der aSMase

Fetales bovines Serum

Gramm

Standardwert fir die Normalfallbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Glykosylceramid-Synthase

Eng. gene of interest

Glykosphingolipide

Stunde

Human immunodeficiency virus

Stunden nach Infektion

Stunden nach Transfektion

Hepatitis C virus

Humanes Coronavirus
Hamagglutinin-Esterase
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (eng.
performance liquid chromatography)

Influenza A virus

Ketosphinganin-Dereduktase
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B
Langketten-Basismolekile (eng. long-chain basis)
Lipidtrépfchen (eng. lipid droplets)

Molar

Membran-Protein

high



MDAS5
MERS-CoV
MHV

min

ml

MOI

mRNA
MTT
N-Protein
nm

NSMAF (auch: FAN)
nSMase
nsp

ORF

PBS

PCR
pfu
PI3P
PI3K
PLPro
PP
gPCR
REEP5
RIG-I
RNA
RT
RTC
RTN
RO

S
S-Protein
S1P

Abkirzungsverzeichnis

Melanom-Differenzierungsantigen 5

Middle East respiratory syndrome coronavirus
Murine hepatitis virus

Minute

Milliliter

Eng. multiplicity of infection

Eng. messenger mRNA
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Nukleokapsid-Protein

Nanometer

Neutrale Sphingomyelinase 2 aktivierender Faktor
Neutrale Sphingomyelinase

Nichtstrukturprotein

Eng. Open reading frame

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (engl. phosphate buffered
saline)

Polymerase-Kettenreaktion (eng. polymerase chain reaction)
Eng. Plaque-forming units
Phosphatidylinositol-3-Phosphat
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Papain-like protease

Polyprotein

Quantitative PCR

Eng. receptor expression-enhancing protein 5
Eng. retinoic acid inducible gene |
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur
Replikations-/Transkriptionskomplex

Reticulon

Replikative Organelle

Sekunde

Spike-Protein

Sphingosin-1-Phosphat

131



Abkirzungsverzeichnis

SARS-CoV Severe acute respiratory syndrome coronavirus
SARS-CoV-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
SDS Eng. sodium dodecyl sulfate

sgmRNA Subgenomische messenger RNA

Sph Sphingosin

SphK Sphingosin-Kinase

SM Sphingomyelin

SMase Sphingomyelinase

SPP Sphingosin-1-Phosphat-Phosphatase

SPT Serin-C-Palmitoyltransferase

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

™ Transmembran-Domane

TMEM41B Transmembranprotein 41B

TMPRSS2 Transmembran-Serinprotease 2

TRAMA1 Translationsassoziiertes Membranprotein 1

u.a. unter anderem

UTR Untranslatierte Region

vyl vergleiche

VMP1 Vakuolen-Membranprotein

VPS34 Klasse lll PI3K, von eng. vacuole protein sorting
WNV West-Nil-Virus

z.B. zum Beispiel

ZIKV Zika virus
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