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Abstract

Abstract

Coronaviruses encode in their replicase genes a total of 16 nonstructural proteins (nsp) called nsp1
to nsp16, which are released from large polyprotein precursors by virus-encoded proteases. Nsp3
is the largest of these nonstructural proteins and contains numerous functional domains, including
the macrodomain (MacD). In addition, it is shown to be involved in the formation of pore-containing
membranous replication organelles in which viral RNA synthesis takes place. MacD was previously
shown to bind ADP-ribose and to exhibit ADP-ribose-1"-phosphatase and de-ADP-ribosylation
activities. Because post-translational modifications of viral and/or cellular proteins, including ADP-
ribosylation, are known to affect innate immune responses, it has been suggested that MacD-
mediated de-ADP-ribosylation activities support viral replication by modulating antiviral or other

cellular pathways.

In this work, HCoV-229E WT and HCoV-229E MacD mutants were used to study their replication in
different cell types and to analyze gene expression patterns and protein regulation in cells infected
with these viruses. Additionally, potential effects of IFN- pretreatment of cells to be infected with
HCoV-229E on viral replication and cellular gene expression were characterized. The data showed
that pretreatment with IFN-B results in reduced viral titers and limited spread in both MRC-5 and
AB49CD13+TMPRSS2+ ce|| culture systems. Furthermore, the data revealed a differential gene regulation
in response to IFN-f pretreatment and/or HCoV-229E infection. Detailed analyses focusing on
cellular poly(ADP-ribose) polymerases (PARPs), which posttranslationally modify proteins by ADP-
ribosylation, revealed that PARPs can be categorised into groups based on distinct gene expression
levels observed in virus-infected and/or IFN-B-treated cells. PARP9 expression was strictly IFN-
dependent, whereas PARP7 was specifically upregulated upon HCoV-229E infection. Despite
strong PARP7 mRNA induction, neither reduced PARP7 protein levels nor pharmacological
inhibition affected viral replication, supporting an immunomodulatory rather than antiviral role. Virus-
induced changes in PARP7-associated antiviral genes, including FRA1 and IRF3, further highlighted
altered immune signaling. A comparative analysis of various HCoV-229E MacD mutants revealed
that substitutions of a single MacD residue (N1357) have a more profound impact on cellular gene
expression than other MacD mutants in which the MacD was completely deleted or catalytically
inactive. A549CD13+/TMPRSS2+ ca||s that were IFN-B-pretreated and infected with HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S showed increased IFN- synthesis probably due to
differentially regulated genes like FRA1.

In conclusion, the data identify the HCoV-229E MacD as a regulator of host antiviral defenses,
regulating PARP expression, IRF3 and FRA1 signaling, and ADP-ribosylation during infection.
Notably, residue-specific MacD mutants, especially those affecting N1357, triggered enhanced
immune activation compared to catalytically inactive or deletion mutants, indicating unique
contributions of individual MacD residues to innate immune modulation. Overall, these findings
underscore the multifaceted role of MacD in coronavirus—host interactions and its potential for

developing antiviral drugs and live attenuated vaccines against coronavirus-infections.



Einleitung

1. Einleitung

Die nachfolgenden Kapitel bieten eine Ubersicht (ber Nido- bzw. Coronaviren, deren
Genomorganisation, Lebenszyklus und virale Mechanismen, die es ermdglichen, einer zellularen
Immunantwort entgegenzuwirken. Aus zellularer Sicht werden beispielhaft antivirale Mechanismen,

wie die ADP-Ribosylierung, néher beschrieben.

1.1 Nidoviren

RNA-Viren haben im Laufe ihrer Evolution eine enorme Diversitat hinsichtlich ihrer GenomgréfRe
und Replikationsmechanismen entwickelt. Vertreter der Ordnung der Nidovirales haben ein
einzelstrangiges RNA-Genom mit positiver Orientierung (Plusstrang-RNA-Viren). Diese
Virusordnung wurde 1996 eingefiihrt [Fauquet, 2005]. Die Bezeichnung Nidovirales ist abgeleitet
von dem Wort ,nidus® (lat. fir Nest) und bezieht sich auf den 3’-koterminal geschachtelten Satz
subgenomischer mRNAs (,nested set of mRNAs") [Cavanagh, 1997]. Viren dieser Ordnung weisen
ein breites Wirtsspektrum auf, sodass sie nicht nur von medizinischer Bedeutung sind, sondern

auch eine bedeutende wirtschaftliche Rolle durch die Erkrankung von Nutztieren spielen.

In der Humanmedizin sind Nidoviren, die der Familie der Coronaviridae zugeordnet sind von
besonderer Relevanz. Dazu zahlen die humanen Coronaviren (HCoV) OC43, NL63, HKU-1 und
229E, die Infektionen der oberen Atemwege auslosen [Geller et al., 2012]. Insbesondere in den
vergangenen zwei Jahrzehnten zeigte sich die grof3e Bedeutung von zoonotischen CoVs, die von
Tieren auf den Menschen Ubertragen werden kénnen. In einer Epidemie der Jahre 2002 und 2003
wurde SARS-CoV (engl. severe acute respiratory syndrome) relativ schnell als Ursache der gehauft
auftretenden schweren und haufig auch tddlich verlaufenden Pneumonien identifiziert. Die
Zuordnung des bis dahin unbekannten Erregers zur Familie der Coronaviridae erfolgte zunachst auf
der Basis seiner Morphologie und wenig spater auf der Grundlage seiner Genomsequenz [Drosten
et al., 2003, Marra et al., 2003, Rota et al., 2003]. Der Ursprung des Erregers wird auf Fledermause
zurickgefuhrt, da diese ein bekanntes groRes Reservoir fir SARS-CoV-ahnliche CoVs darstellen
[Li et al., 2005], wobei wahrscheinlich weitere Zwischenwirte (insbesondere der Larvenroller) an der

Ubertragung dieses Virus auf den Menschen beteiligt waren.

Bereits 10 Jahre spater erlangte ein weiterer Vertreter der Coronaviridae weltweite Aufmerksamekeit.
Das Middle-East-respiratory-syndrome-Coronavirus (MERS-CoV) fiihrte in einem relativ gro3en Teil
der (relativ wenigen) infizierten Personen zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz (engl. acute
respiratory distress syndrome, ARDS), die mit einer hohen Letalitdt verbunden war. Identifiziert
wurde MERS-CoV erstmals 2012 bei einem Patienten auf der arabischen Halbinsel. Natirliche
Wirte sind vermutlich Dromedare, wodurch sich die gehauften Ubertragungen dieses zoonotischen
Virus auf den Menschen insbesondere in Landern des nahen Ostens und Afrikas erklaren lassen.
Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen sind relativ selten und erfordern einen engen Kontakt, wie er

bei nahen Verwandten oder bei Personal in der intensivmedizinischen Betreuung schwer erkrankter



Einleitung

Personen vorkommt [World Health Organization, 2022, Mackay & Arden, 2015, Widagdo et al.,
2016, Peiris & Perlman, 2022].

Die erste durch ein CoV ausgeléste Pandemie begann im Dezember 2019 in Wuhan, China. Erste
Genomsequenzen des bis dahin unbekannten Erregers wurden im Januar/Februar 2020
verdffentlicht und bestétigten eine hohe genetische Ubereinstimmung mit SARS-CoV [Wu et al.,
2020]. Basierend auf der phylogenetischen und taxonomischen Einordnung wurde die offizielle
Bezeichnung SARS-CoV-2 fiir dieses Virus eingefihrt [Gorbalenya et al., 2020]. Parallel wurde von
der World Health Organization (WHO) der Name COVID-19 (engl. coronavirus disease 2019) als
Bezeichnung fir die durch SARS-CoV-2 verursachte Erkrankung eingefiihrt. Die rasch einsetzende
Ausbreitung des neu entdeckten Erregers wurde am 11. Marz 2020 von der WHO als Pandemie
eingestuft und wurde durch die bereits zu Beginn ungewdhnlich hohe Ubertragungsrate begiinstigt
[Amicone et al., 2022].

Die drei beschriebenen CoVs, die insbesondere bei Fehlen einer vorbestehenden Immunitat zu
schweren Krankheitsverldaufen filhren konnen, verdeutlichen das hohe zoonotische Potential von
CoVs, die in zahlreichen Saugetieren nachgewiesen wurden und sich bereits durch wenige

Mutationen (vor allem im S-Gen) an andere Wirte anpassen kénnen [Telenti et al., 2021].
1.2 Taxonomie und Morphologie

Die Ordnung Nidovirales wird gegenwartig in die Unterordnungen Abnidovirineae, Arnidovirineae,
Cornidovirineae, Mesnidovirineae, Monidovirineae, Nanidovirineae, Ronidovirineae und
Tornidovirineae unterteilt [ICTV, 2025]. Nidoviren unterscheiden sich von anderen Plusstrang-RNA-
Viren insbesondere durch ihre Genomgrofle von 12,7- 41,1 Kilobasen (kb) und der Konservierung
einer typischen Abfolge von Proteindomanen in den viralen Replikase-Polyproteinen, die zentrale
Funktionen in der Virusgenom-Replikation und Transkription austben. Einige dieser Proteine sind
spezifisch fur Nidoviren [Gorbalenya et al., 2006, Lauber et al., 2024, Neuman et al., 2025]. In vielen
anderen Hinsichten unterscheiden sich Nidoviren sehr stark, zum Beispiel hinsichtlich ihrer
Morphologie, der GréRe und Anzahl von Strukturproteinen, sowie des Wirtsspektrums [Lauber et
al., 2024, Neuman et al., 2025]. Allen Viren gemeinsam ist das Vorhandensein einer Membranhille
[Saberi et al., 2018, Tang et al., 2022].

Nidoviren aus der Familie der Coronaviridae in der Unterordnung Cornidovirineae wurden seit dem
Auftreten von SARS-CoV im Jahr 2003, insbesondere aber seit dem Beginn der SARS-CoV-2-
Pandemie, zunehmend intensiv erforscht. Die Bezeichnung Coronavirus leitet sich von dem
charakteristischen Erscheinungsbild im Elektronenmikroskop ab. Dabei zeichnen sich die
kugelférmigen Viruspartikel durch Fortsatze auf ihrer Oberflache aus, die an die Zacken einer Krone
(lat.: corona) erinnern. Diese Fortsatze (engl. spikes) werden durch virale Oberflachenglykoproteine
gebildet, die in die Virushiille (Lipidmembran) eingebettet sind. Zur Familie der Coronaviridae zahlen
die Subfamilien Letovirinae, Pitovirinae und Orthocoronavirinae. Letztere werden in die vier

Gattungen Alpha-, Beta-, Gamma- und Deltacoronavirus unterteilt und stellen die Coronaviren im
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engeren Sinne dar. Der Gattung Alphacoronavirus wird auch das humanpathogene Coronavirus
229E (HCoV-229E) zugeordnet [ICTV, 2025], welches im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde.

1.3 Genomorganisation

Das lineare, nicht-segmentierte, einzelstrangige RNA-Genom von Coronaviren gehoért zu den
groéBten bisher bekannten Genomen unter den RNA-Viren, wenn gleich in neueste Untersuchungen
sogar noch deutlich gréRere, teilweise auch segmentierte Genome in einigen Vertretern der
Nidoviren gefunden wurden [Lauber et al., 2024, Neuman et al., 2025]. Die Grundstruktur besteht
aus einem 5’-nicht-translatierten Bereich (engl. untranslated region, UTR) mit einer Cap-Struktur,
gefolgt von zwei Uberlappenden offenen Leserahmen (engl. open reading frame, ORF), den
Strukturgenen, einer variablen Anzahl akzessorischer Gene und einer 3’-terminalen Poly(A)-
Sequenz im 3'UTR. Durch die Translation des Replikase-Gens, bestehend aus den beiden ORFs
1a und 1b, werden zwei Polyproteine (pp) synthetisiert. Eines dieser Polyproteine (pp1a) wird vom
ORF1a kodiert. Das zweite Polyprotein (pp1ab) wird von beiden ORFs (1a und 1b) kodiert und stellt
eine C-terminal verlangerte Variante des pp1a dar. Seine Biosynthese erfordert eine (-1)-ribosomale
Leserasterverschiebung (engl. ribosomal frameshift, RFS) wahrend der Translation, die kurz vor
dem Erreichen des ORF1a-Translationsstoppkodons erfolgt und die Fortsetzung der Translation im
nachfolgenden ORF1b ermdglicht [Irigoyen et al., 2016, Finkel et al., 2021].

Die typische Struktur eines Coronavirusgenoms wird nachfolgend anhand von HCoV-229E
dargestellt. Die beiden HCoV-229E-Polyproteine besitzen eine Grofte von ca. 450 Kilodalton (kDa)
(pp1a) bzw. 750 kDa (pp1ab). Sie werden autoproteolytisch durch zwei Papain-like-Proteasen (PL1,
PL2) und die Hauptprotease (main protease, MP®) co- und posttranslational in 16
Nichtstrukturproteine (engl. non-structural proteins, nsps) prozessiert (Abbildung 1-1). Die
Benennung der nsps erfolgt anhand ihrer Anordnung im Polyprotein, beginnend am N-Terminus.
Viele dieser Proteine sind an der Bildung funktioneller Replikations-Transkriptionskomplexe (RTC)
beteiligt, die in konzentrierter Form innerhalb von virus-induzierten Doppelmembran-Vesikeln
(DMVs) vorliegen (Kapitel 1.4) [Brian & Baric, 2005].
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Abbildung 1-1: Genomorganisation von HCoV-229E. Die genomische RNA besitzt am 5’-Ende
eine Cap-Struktur (schwarzer Kreis), eine 5’'UTR (grau) sowie die Leader-Sequenz (rot), die einen
Teil der 5’"UTR bildet und an deren 5°-Ende liegt. Am 3’-Ende befindet sich eine Poly(A)-Sequenz
((A)n). Das restliche Genom ist in verschiedene Abschnitte unterteilt, die die Replikase- (orange),
Struktur- (verschiedene Blautdne bzw. gelb) und akzessorischen (griin) Gene enthalten. Etwa
zwei Drittel des Genoms werden von ORF1a und ORF1b beansprucht. Diese werden wahrend
der Translation in die Polyproteine pp1a und pp1ab (hellorange) translatiert. Letzteres benétigt
hierfir eine (-1)-ribosomale Leserasterverschiebung. Im Anschluss werden beide Polyproteine
durch drei virale Proteasen (PL1, PL2, MP™) autoproteolytisch in 16 Nichtstrukturproteine (nsps)
gespalten. Die von den 3 Proteasen gespaltenen Schnittstellen sind mit den fir die Darstellung
der 3 Proteasen verwendeten Farben gekennzeichnet (weill, schwarz, grau). Die Spaltstellen
zwischen nsp1 und nsp2 sowie zwischen nsp2 und nsp3 kénnen von beiden Papain-ahnlichen
Proteasen (PL1 und PL2) gespalten werden, wahrend die nsp3|nsp4-Spaltstelle nur von der PL2
gespalten werden kann [Ziebuhr et al., 2007]. Die im letzten Genomdrittel enthaltene Sequenz
kodiert fiir die Strukturproteine (das Spike- (S), das Membran- (M), das Hull- (engl. envelope, E)
und das Nukleokapsid- (N) Protein) sowie fiir zwei kleine akzessorische Proteine (ORF4a,
ORF4b). Die Position der Makrodomane (MacD) in nsp3 ist rot gekennzeichnet.

1.4 Viraler Lebenszyklus

Der Replikationszyklus von Coronaviren beginnt mit der Bindung an spezifische
Oberflachenmolekiile auf der Zelloberflache (Proteine, Kohlenhydrate u.a.). Eine Fusion der
Virushulle mit zellularen Membranen erfolgt entweder direkt an der Plasmamembran oder mit
endosomalen Membranen. Dabei bindet die S1-Domane des HCoV-229E-Spike-Proteins an die
Aminopeptidase N (APN, auch CD13), welche als spezifischer Rezeptor fir HCoV-229E identifiziert
wurde [Yeager et al., 1992]. Im Anschluss erfolgt eine Konformationsdnderung der S2-Doméne des
S-Proteins, welches zur Fusion der viralen Membran mit der Wirtsmembran flihrt [Nomura et al.,
2004]. Die erforderliche Konformationsanderung des S-Proteins kann wu.a. durch die
Transmembrane-Serinprotease 2 (engl. transmembrane protease serine subtype 2, TMPRSS2)

induziert werden [Bertram et al., 2013].
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von HCoV-229E. Durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt die Aufnahme des Viruspartikels in die Wirtszelle.
Anschlieend wird die virale Genom-RNA in das Zytoplasma freigesetzt und dient als Matrize fiir
die Translation der Polyproteine, welche autoproteolytisch in 16 Nichtstrukturproteine (nsps)
gespalten werden. Nsps bilden den Replikations-Transkriptions-Komplex (RTC), welcher der
Synthese subgenomischer (sg) mRNAs und genomischer RNA innerhalb von virusinduzierten
Doppelmembranvesikeln (DMVs) dient. Die Translation subgenomischer mRNAs fihrt zur
Synthese der viralen Strukturproteine (S, M, E, N) und der akzessorischen Proteine. Das N-Protein
bindet die neusynthetisierte genomische RNA um Nukleokapside zu bilden. Die viralen
Strukturproteine S, E und M akkumulieren am endoplasmatischen Retikulum und dem
intermediaren Golgi-Kompartiment und interagieren mit dem Nukleokapsid. Viruspartikel
entstehen durch Ausknospung in den Innenraum dieser Kompartimente, wo es zu weiteren
Reifungsschritten (insbesondere Glykosylierungen) kommt. Mit Viruspartikeln gefiillte Vesikel
werden dann zur Zelloberflache transportiert und durch Exozytose aus der Zelle ausgeschleust.
Nach ihrer Freisetzung in das Zytoplasma dient die Genom-RNA (die eine positive Polaritat hat) als
messenger RNA (mRNA). Unter Verwendung der zelluldren Translationsmaschinerie wird das
Genom in die viralen Polyproteine (1a und 1ab) translatiert (Abbildung 1-2). Polyprotein 1ab entsteht
durch eine (-1)-Leserasterverschiebung kurz vor dem Translationsstoppkodon des ORF1a, welche
mit einer Haufigkeit von Uber 50 % stattfindet [Irigoyen et al., 2016, Finkel et al., 2021]. Beide
Polyproteine werden autoproteolytisch gespalten, wobei aus pp1a die nsps 1 bis 11 gebildet
werden, wahrend aus pp1ab die nsps 1 bis 10 und 12 bis 16 gebildet werden. Nsps sind unter
anderem fur die Bildung funktioneller RTCs erforderlich, die die RNA-Synthese in den DMVs
ausfiihren. Bei der Replikation, bei der das virale Genom (RNA(+)) als Matrize genutzt wird, entsteht
ein Antisense-Strang (RNA(-)). Dieser wird im Anschluss als Matrize fiir die Synthese zahlreicher
RNA(+)-Strange verwendet, welcher als Genom-RNA in neue Virionen verpackt werden kann.
AuRerdem kdnnen diese Genom-RNAs fur die Translation weiterer Replikase-Polyproteine oder als

Matrize fur die diskontinuierliche Synthese subgenomischer Minusstrange verwendet werden



Einleitung

[Sawicki & Sawicki, 1995, Sawicki et al, 2007]. Bei einer HCoV-229E-Infektion werden
subgenomische RNAs produziert, die fir das S-Protein, das akzessorische Protein 4, das E-Protein,
das M-Protein und das N-Protein kodieren. Die Membran-assoziierten Strukturproteine S, E und M
lagern sich in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ein. Im weiteren Verlauf
werden die Proteine dem sekretorischen Signalweg folgend modifiziert bzw. transportiert. Am Golgi-
Kompartiment, nahe des ER-Golgi-Zwischenkompartiment (engl. ER-Golgi intermediate
compartment, ERGIC), akkumulieren M- und E-Proteine. Anschlielend erfolgt die
Zusammensetzung der viralen Partikel. Die genomische RNA wird an das N-Protein gebunden,
wodurch das Nukleokapsid entsteht. Die Interaktion von N- und M-Protein fiihrt zu einer Knospung,
wodurch die Viruspartikel in Vesikel verpackt werden. Diese Vesikel werden zur Membran der
Wirtszelle transportiert und mittels Exozytose freigesetzt [Sturman et al., 1980, Tooze et al., 1987,
Escors et al., 2001]. Im weiteren Verlauf einer Infektion werden weitere (benachbarte) Zellen infiziert

und der Zyklus beginnt erneut.

1.5 Interferone und deren Rolle bei der antiviralen Immunantwort

Durch eine Virusinfektion wird eine Vielzahl von Reaktionen in den infizierten Zellen induziert,
einschlieBlich Mechanismen der angeborenen (innate) Immunitat, um die Virusreplikation in der
infizierten Wirtszelle zu unterdriicken und benachbarte Zellen vor dem jeweiligen Pathogen zu
schitzen. Eine wichtige Rolle spielen dabei Interferone (IFNs). Das sind multifunktionale Zytokine,
die von einer Vielzahl von Zellen freigesetzt werden konnen. IFNs sind in drei Typen und deren
Subtypen untergliedert. Zum Typ | zahlen unter anderem IFN-a und IFN-B. Typ Il umfasst
ausschlieB8lich IFN-y, welches insbesondere von naturlichen Killerzellen und T-Zellen freigesetzt
wird. Zum Typ lll zahlen verschiedene IFN-A-Subtypen [Alspach et al., 2019, Min et al., 2021].

Wahrend einer viralen Infektion Ubernehmen Typ-I- und Typ-Ill-IFNs eine wichtige Rolle in der
angeborenen Immunantwort, wobei Typ-I-IFNs schneller freigesetzt werden. IFN-B und IFN-A
kénnen von unterschiedlichen Zellen synthetisiert werden, wahrend IFN-a von Immunzellen, wie
Monozyten oder dendritischen Zellen gebildet werden kann. Es wird angenommen, dass ca. 10 %
des menschlichen Genoms von IFNs reguliert werden [Scott et al., 2023], darunter insbesondere
die IFN-stimulierten Gene (ISGs), wie IFN-regulierende Faktoren (IRF) oder ausgewahlte ADP-
Ribosyltransferasen. Zunehmend werden auch Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 9
(PARP9)- PARP15 (Kapitel 1.8) als ISGs bezeichnet [Biaesch et al., 2023]. ISGs verringern die
Virusreplikation, indem sie beispielsweise die virale Transkription und/oder Translation hemmen
oder zur Degradation viraler Nukleinsduren fuhren. Durch die Sekretion von IFNs kdnnen
benachbarte Zellen in einen antiviralen Zustand versetzt bzw. Immunzellen zum Infektionsort
rekrutiert werden. Allerdings haben Viren Mechanismen entwickelt, die zu einer Hemmung der

Produktion von Zytokinen oder zur Inaktivierung von deren Rezeptoren fihren.
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1.6 Virale Mechanismen zur Umgehung der zellularen Immunantwort

Viren nutzen unterschiedliche Mechanismen, die dazu beitragen, die zelluldare Immunantwort
unvollstandig, vermindert oder verzogert ablaufen zu lassen [Kikkert, 2020]. Wahrend der
Replikation werden virale RNAs und vor allem doppelstrangige RNA-Replikationsintermediate
synthetisiert, die sich (je nach Virusfamilie, in unterschiedlichem Umfang) von zellularen RNAs
unterscheiden und deshalb vom angeborenen Immunsystem als ,fremd” erkannt werden, wobei
sogenannte zytoplasmatische PRRs (engl. pattern recognition receptors) eine zentrale Rolle
spielen. Um diesen zelluldren Erkennungsmechanismen zu entgehen, erfolgt die coronavirale RNA-
Synthese weitgehend separiert vom Zytosol innerhalb der DMVs (Abbildung 1-2) [Kikkert, 2020].
Ein Austausch von Substraten (insbesondere Nukleotiden) und Produkten der viralen RNA-
Synthese (genomische und subgenomische mRNAs) zwischen dem Innenraum der DMVs und dem
Zytoplasma wird durch Poren ermdglicht, an deren Bildung nsp3 und nsp4 maf3geblich beteiligt sind

[Zimmermann et al., 2023].

Verschiedene Mechanismen wurden identifiziert, die insbesondere die Expression von IFN-Genen
verhindern. Zum einen kdnnen virale Proteine wie nsp1 (von SARS-CoV-2 und MERS-CoV) an
Ribosomen binden und dadurch die Translation zelleigener mRNAs verhindern [Schubert et al.,
2020, Devarkar et al., 2023]. Diese Verringerung der Synthese zellularer Proteine wird als Wirtszell-
Shutoff bezeichnet und kann unter anderem zu einer verringerten Expression von Zytokinen und
ISGs fuhren. Die vorhandene Translationskapazitat der Zelle kann stattdessen préaferentiell fir die

Synthese viraler Proteine genutzt werden [Nakagawa & Makino, 2021].

Spezifische Interaktionen zwischen viralen und zellularen Proteinen kdénnen auflierdem die
Erkennung viraler Strukturen durch die Zelle beeinflussen oder verhindern. Weiterhin kénnen virale
Proteasen spezifische zellulare Substrate spalten, die an der angeborenen Immunitat der Zelle
beteiligt sind, um bestimmte antivirale Mechanismen zu unterdriicken. Die von SARS-CoV gebildete
Papain-like-Protease (PLpro) inhibiert beispielsweise die Phosphorylierung von IRF3, wodurch im
weiteren Verlauf Typ-I-IFN vermindert freigesetzt wird [Tanaka et al., 2012, Nakagawa et al., 2016,
Kikkert, 2020, Yao et al., 2023].

Daruber hinaus kénnen Proteine durch Modifikationen nach der Translation (engl. post-translational
modifications, PTMs) reguliert werden. Diese Modifikationen spielen eine Rolle wahrend der
Virusaufnahme in die Zelle, der Replikation, der Viruspartikel-Morphogenese und der Immunantwort
der Wirtszelle. Zu den PTMs zahlen unter anderem Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und ADP-
Ribosylierung [Kikkert, 2020, Cheng et al., 2022]. Nachfolgend wird ausschlie8lich die ADP-

Ribosylierung naher betrachtet.
1.7 ADP-Ribosylierung

Die ADP-Ribosylierung zahlt zu den reversiblen post-translationalen Modifikationen von Proteinen
und Nukleinsauren und wurde bereits 1963 identifiziert [Chambon et al., 1963]. Die ADP-
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Ribosylierung spielt eine Rolle bei DNA-Reparaturmechanismen, der Genregulation, sowie im
Energiemetabolismus [Vyas et al., 2013]. In dieser Arbeit soll ihre besondere Bedeutung fur die
antivirale Immunantwort in den Fokus gestellt werden. Bekannt ist, dass — neben zelluldren und
viralen Proteinen — auch DNA bzw. RNA ADP-ribosyliert werden kann [Munir et al., 2018, Zarkovic
et al., 2018]. Fir (Poly-) ADP-Ribose-Polymere wurde eine Halbwertszeit von wenigen Minuten
gemessen. Mono-ADP-Ribose weist hingegen eine signifikant Iangere Halbwertszeit auf [Wielckens
et al., 1982, Alvarez-Gonzalez & Althaus, 1989].

Man unterscheidet zwischen dem Transfer eines (einzigen) ADP-Ribose-Molekiils (Mono-ADP-
Ribosylierung, MARylierung) und mehreren bzw. vielen ADP-Ribose-Molekilen (Poly-ADP-
Ribosylierung, PARylierung). ADP-Ribosylierungen erfolgen unter Verwendung des Kofaktors
Nicotinamidadenindinukleotid (engl. nicotinamide adenine dinucleotide, NAD*) an unterschiedlichen
Aminosauren, wie zum Beispiel Lysin, Arginin, Glutamat, Aspartat oder Cystein. Die Reaktion wird
von ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) katalysiert. ARTs kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden,
die  Diphtheria-toxin-like-ADP-Ribosyltransferasen  (ARTD) und die  Cholera-like-ADP-
Ribosyltransferasen (ARTC). Zu der Familie der ARTDs zahlen PARPs und Tankyrasen (TNKS)
(Kapitel 1.8) [Gibson and Kraus, 2012].

1.8 Humane PARPs und deren Rolle bei der antiviralen Immunantwort

Das menschliche Genom kodiert fiir 17 PARPs. Diese zeichnen sich unter anderem durch eine hoch
konservierte Sequenz innerhalb der katalytischen Doméne aus, die als PARP signature motif
bezeichnet wird. Die charakteristische Sekundarstruktur bindet NAD*, den fir die ADP-
Ribosylierung bendtigten Cofaktor. PARPs sind im Zellkern und/oder dem Zytoplasma lokalisiert.
Anhand ihrer Struktur und Funktion erfolgt die Einteilung in DNA-abhangige PARPs (PARP1,
PARP2, PARP3), Tankyrasen (PARP5a, PARP5b), PARPs, die eine Makrodomane (PARPSY,
PARP14, PARP15) oder ein Cys-Cys-Cys-His (CCCH) Zink-Finger-Motiv und eine WWE PAR-
bindende Doméane (PARP7, PARP12, PARP13) besitzen [Zhu et al., 2021]. Die Kategorisierung
kann auch anhand der katalytischen Aktivitat erfolgen (Tabelle 1-1). Darlber hinaus unterscheiden
sich PARPs in ihrer enzymatischen Aktivitat insbesondere im Hinblick auf die ADP-Ribosylierung,
sodass in der nachfolgenden Tabelle in Poly-ADP-Ribosylierung (PAR) und Mono-ADP-
Ribosylierung (MAR) unterteilt wird. Zusatzlich sind die bei Uniprot hinterlegten Sequenzlangen und

ProteingrofRen aller Isoformen aufgefihrt.
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Tabelle 1-1: Ubersicht der 17 humanen PARPs

Bezeichnung | Sequenz- ProteingroRen Gruppierung | enzymatische
lange [AS] | bekannter Aktivitat
Isoformen [kDa]
PARP1 1014 113 (11, 108, 35, | DNA- PAR
42) abhangig
PARP2 583 66 (20, 60, 12) DNA- PAR
abhangig
PARP3 533/ 60 (38, 6) DNA- MAR, PAR
540 abhangig
PARP4 1724 193 MAR, PAR
PARP5a 1327 142 (65, 119, 141, | Tankyrase PAR
3,24,7)
PARP5b 1166 127 (128) Tankyrase PAR
PARP6 630 71 (58, 43) MAR
PARP7 657 76 (59, 42) CCCH PARP MAR
PARP8 854 96 (91) MAR
PARP9 854 96 (92, 80, 13,46) | macroPARP MAR
PARP10 1025 110 (35, 14, 9, 81, MAR
19, 11, 111, 18,
110, 16, 15)
PARP11 338 40 (30, 39, 38, 28, MAR
6, 22, 5)
PARP12 701 79 (9, 19, 5, 47) CCCH PARP MAR
PARP13 902 101 (ZAPL), CCCH PARP katalytisch inaktiv,
(ZAP) 78 (ZAPS) MAR postuliert
(68, 42, 19)
PARP14 1801 203 (194, 171, 189, | macroPARP MAR
90, 21, 33)
PARP15 678 75 (50, 53, 42) macroPARP MAR
PARP16 322 36 (23, 8) MAR

In den vergangenen

Zusammenhang mit bakteriellen und viralen Infektionen analysiert. Dennoch ist die Mehrheit der 17

Jahren wurden PARPs vermehrt im Bereich der Krebsforschung und im

identifizierten PARPs bisher nur wenig charakterisiert worden.

PARPs konnen die antivirale Immunantwort modulieren, indem sie innerhalb verschiedenster
Signalwege aktivierend oder inhibierend wirken. Dabei kdnnen sowohl zelluldre als auch virale
Proteine ADP-ribosyliert werden. PARPs kénnen unter anderem die von RNA-Sensoren regulierte
antivirale Immunantwort, die NF-kB-abhangige Inflammation und die Stress-abhangige angeborene

Immunantwort beeinflussen. Stellvertretend fiir die 17 bisher bekannten humanen PARPs werden
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nachfolgend bekannte Signalwege und Interaktionspartner von PARP7 im Zusammenhang mit einer

viralen Infektion naher betrachtet.

PARP7, auch bezeichnet als 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin-induzierte PARP (engl. TCDD
inducible PARP, TiPARP) oder ADP-Ribosyltransferase Diphtheria Toxin-Like 14 (ARTD14), ist vor
allem im Zellkern, aber auch im Zytosol von Lungen-, Haut- oder Blutzellen zu finden [GeneCards,
2025]. Bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 wird PARP7-mRNA vermehrt exprimiert [Heer et al.,
2020] und kann als Repressor des Typ-I-IFN-Signalweges wirken [Rasmussen et al., 2023].
Zusatzlich mono-ADP-ribosyliert PARP7 die Serin/Threonin-Protein-Kinase TBK1, wodurch die
Phosphorylierung von IRF3 und IRF7 verhindert wird. Dies flhrt zu einer verringerten Expression
von IFNs und ISGs [Yamada et al., 2016, Rasmussen ef al., 2023]. Manetsch et al. konnten dartber
hinaus eine PARP7-induzierte Mono-ADP-Ribosylierung des Fos-related antigen 1 (FRA1 bzw.
FOSL1) nachweisen [Manetsch et al., 2023]. FRA1 wird dadurch stabilisiert. Allerdings kann keine
Interaktion mit IRF1 erfolgen, wodurch die Expression verschiedener ISGs, wie retinoic acid
inducible gene | (RIG-I) verhindert wird [Naulin et al., 2024]. Eine Auswahl der beschriebenen
Interaktionen ist in Abbildung 1-3 dargestelit.

IFNAR1/ IFN-Bg
IFNAR2

///\_*\/<;Aii T
T N ~__'(PARP7 /
_— / virale dsRNA r*E”;V;,/.;vml\ml\er /
P ‘ / / \ xoapm‘elnawau /
PARP7) ‘ . N ‘ ’
N, (MDAY)  (RIG-) :
9/?{1%222,,,608’ ; ' \ _/
5™ (FRAT) (MAVS)
J T
c (JRAFs)
7 ;
“‘ TP -/ \‘- TP |
! (NEMO”_ (NEMO.~
T [ \ Sy R
5 FRA1 (IKKa)IKKB) /L!/\KKE/IKKL‘TB}TI
IRF1 ‘ - /\ |
.7 ,'/ \ “‘
‘ 50 p65* Bt
p50p Y RETY
: URF3 \IRF7)

______________________
~.

’ |—» IFN-a

7
-
4
/ L. RiG- — isGs ISGs
MDAS MNP IFN-A2/3
L iFn-p
IFN-A1

Abbildung 1-3: Ubersicht ausgewihlter antiviraler Signalwege. Durch eine Infektion werden
verschiedene antivirale Signalwege aktiviert, darunter beispielsweise FRA1, MDAS5 und RIG-I.
Dies fuhrt zur erhéhten Genexpression bzw. Freisetzung von IFNs und ISGs. IFNs kénnen
benachbarte Zellen bereits vor einer Infektion aktivieren. Fir ausgewahlte Signalwege bzw.
Proteine wurde ein Zusammenhang mit PARP7 postuliert. Bekannte PARP7-assoziierte
Modifikationen durch ADP-Ribosylierung sind rot hervorgehoben.
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Im Kontext von Virusinfektionen wurden fiir PARP7 sowohl pro- als auch antivirale Wirkungen
beschrieben. Wahrend PARP7 durch die ADP-Ribosylierung von TBK1 die Replikation von
Influenza-A-Viren foérdert, wird die RNA des Sindbisvirus (eines Alphavirus) nach der Bindung an
PARP7 degradiert [Atasheva et al., 2014, Yamada et al., 2016, Kozaki et al., 2017]. Eine andere
Studie zeigte, dass die Expression von PARP7 nicht nur durch die Infektion mit dem murinen
Hepatitisvirus (engl. mouse hepatitis virus, MHV), sondern auch durch die Zugabe von IFN-
induziert wird [Grunewald et al., 2019]. Weitere Substrate fiir die MARylierung sind DNA-Reparatur-
Proteine, wie PARP1 und PARP2, sodass PARP7 vermutlich auch eine regulatorische Rolle bei der
Reparatur von DNA-Schéaden spielt [Palavalli Parsons et al., 2021]. Zusatzlich wurde gezeigt, dass
PARP7 sich selbst ADP-ribosylieren kann [MacPherson et al., 2013]. Welche Auswirkungen diese
Modifikation auf die Aktivitdt des Proteins hat, ist bisher unklar. Fir PARP1 konnte eine

Funktionsanderung bestatigt werden [Prokhorova et al., 2021].

Eine ADP-Ribosylierung kann durch die Abspaltung von ADP-Ribose riickgangig gemacht werden.
Der Prozess wird als De-ADP-Ribosylierung bezeichnet. Diese Modifikation wird von ADP-
Ribosylhydrolasen, Enzymen mit Phosphodiesterase-Aktivitat, sowie von Makrodomanen
katalysiert [Li et al., 2022]. Auch fur coronavirale MacDs konnte eine de-ADP-ribosylierende Aktivitat
gezeigt werden [Li et al., 2016, Fehr et al., 2018].

1.9 Virale Makrodomane und deren Funktion als De-ADP-

Ribosylhydrolase

In den friihen 1990er Jahren wurde eine hoch konservierte Region in nsp3, dem gréten nsp von
CoVs, in einer Vergleichsstudie von Einzelstrang-RNA-Viren identifiziert und aufgrund der
unbekannten Funktion zundchst als X-Domane bezeichnet [Lee et al., 1991]. Spater erfolgte die
Umbenennung bedingt durch die Ahnlichkeit mit der C-terminalen Domane (MacroH2A) des H2A-
Histons [Pehrson and Fuji, 1998]. Die Makrodomane konnte bei Vertretern der Coronaviridae,
Togaviridae, Iridoviridae, sowie bei Rubella-Virus und Hepatitis-E-Virus nachgewiesen werden.
Darlber hinaus ist sie in Archaeen, Hefen, Bakterien und Eukaryoten zu finden [Rack et al., 2016,
Fehr et al., 2018, Leung et al., 2018, Rack et al., 2020].

Im Genom von HCoV-229E ist die fir die MacD kodierende Sequenz (516 Nukleotide) im nsp3
(4761 Nukleotide) lokalisiert. Neben der MacD enthalt nsp3 weitere Domanen wie beispielsweise
die viralen Proteasen (PL1 und PL2). Die MacD-Proteindoméane besteht aus 172 Aminosauren,
welche in einer a/p/a-Sandwich-Faltung angeordnet sind (Abbildung 1-4). Die Verdffentlichung der
Kristallstruktur der MacD von SARS-CoV erméglichte die Identifizierung von Aminosauren, welche
an der ADP-Ribosylierung, unter anderem durch die Bindung und Positionierung der ADP-Ribose,
beteiligt sind [Saikatendu et al., 2005, Egloff et al., 2006]. Sequenzvergleiche zeigen, dass Alpha-
und Betacoronaviren hoch konservierte Sequenzmotive, wie Valin-Asparagin-Alanin/Prolin-Alanin-
Asparagin (VNAAN bzw. VNPAN), Valin-Glycin-Prolin (VGP) und Glycin-Isoleucin-Phenylalanin

(GIF) besitzen, die auch in Delta- und Gammacoronaviren zu finden sind [Hassler et al., 2011].

12



Einleitung

HCoV-229E L|SKEHTI|GLAGKVEKV[YT

a HCoV-NL63 L(SKD|Y|I|S SN|GP LKV[A
PEDV C/[SND|YIKAHGP IKV[ER
TGEV RISKDYLKKNKSIAP[EN
MHV IE|T SIDMVIKA Q|G VC|QVI[EE
HCoV-HKU1 IE|T AAMVKSK|GVCIQV[eD

B HCoV-0C43 E|T T|D|MV|K S K|G[V|C|AT[¢]D
MERS-CoV IE[SD|E|[Y|I|L AK|GP L|QV[eiD
SARS-CoV A IE|SD|D|Y|I|K LN|GP L|TV[&G
SARS=COV=2 . . . . i i it it et et e e e e e e e e e e e e e VAUAESYV Y LIKE:G Gle VENGEYL NKATNNAMQ VIE|SD|DY|I|A T N|GP LK V[eG

A A A
p4 BS od B6 as p7

— TT—> 000 .000000000090 — Tr TT 00000000000 —

HCoV-229E GVMVEC. .DISLRIFNVIUSGARKGK . . HERD . LIAI K| NTINNEQGTPLTPILCGIKLETEEVLEDVCNTKEVKVFV

a PEDV GVMLEA . .LGLREVFNVAe}4RKGK. . HAPE . L)AVEKAPJKSVFANSGVIALTP LIEV[cA83SVPLEESLSAFLACVGDRHCK[]CFC
TGEV AVFFENVIEHLSVLNANEYRNGD . .SRVEAKIACN|VP4KAIAKCEGKILTPLIEV[R®INVRLETSLQCLLKTVNDRGLNVFV

MHV CYESAGGKLCKKVLNINA34aDARGHGEK|QCY SLIAE RAPMOHINKC . DNVVTTL IEJA[ch$3 SVP TDV|SLTYLLGVVTKNVIL[V|S .
HCoV-HKU1 CYVSTGGKLCKTILNINASIYDARQDGRQSYVLIAARAPKHLNNY . DCICLSTL IEJA[eRS3SVPADV|SLTYLLGVVDKQVIL[V|S .
B HCoV-0C43 CYVSTGGKLCKTVLNVMASAIDARTQGK|IQSYVLIAERVPKHLNNY . DC[VVTTL IE]A[ch$3 SVP SDV|SLITYLLGTARKQVVL[V|S .

MERS-CoV SVILLOGHSLAKNILHVASIIDARA . . KQDVS[LIASKICRKAMNAY . PLVVTP LVEJA[EERIGVEKP | fo|e oo o vafe v v v s a v o afsfan
SARS-CoV SCLLSGHNLAKKCLHVRYSINLNA . . GEDIRLIAKAAMENFNSQ . DTILLAP LLEJA[R$3GAKP LQOSLQVCVQTVRTQVYIAV.
SARS-CoV-2 SCVLSGHNLAKHCLHVRYSIINVNK . .GEDIQLIAKSAPENFNQH . EVILLAP LLEJA[RSIGADP|.|.|. .|. - .|.]. . ool

A
HCoV-NL63 GVMLEC . .EKFNVEFNVMAS4IRTGK . .HEHS.LVENSILFENGIPLME’LLCGVRIENSLKALFSCDINKPLQVFV

HCoV-229E

HCoV-NL63

@ | pEDV

TGEV

MEV

HCoV-HKUL

p |HCov-oc43
MERS-CoV

SARS-CoV

SARS-CoV-2

Abbildung 1-4: Alignment von Makrodoménen verschiedener Alpha- und Betacoronaviren. Die
Sequenzen wurden von der National Center for Biotechnology Information (NCBI) Webseite
entnommen und mit Hilfe von Clustal-Omega und ESPript [Robert & Gouet, 2014] verglichen und
dargestellt. Rot hinterlegt sind Aminosauren, die zwischen allen aufgefiihrten Viren konserviert sind.
Aminosauren in roter Schrift kennzeichnen die Konservierung physiko-chemisch verwandter
Aminosauren. Blau umrahmt sind (in dieser Auswahl) Uberwiegend konservierte Aminosauren.
Oberhalb der Sequenz ist die Sekundarstruktur der HCoV-229E-MacD abgebildet (PDB: 3EWQ).
Substituierte Aminosauren, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind durch schwarze
Dreiecke gekennzeichnet.
Konservierte Aminosauren sind insbesondere an der Oberflache bzw. nahe der ADP-Ribose-
Bindungstasche lokalisiert. Das VNAAN- bzw. VNPAN-Motiv wird mit der katalytischen
Bindungstasche assoziiert und tUbernimmt dabei die Positionierung der distalen Ribose und des
Proteins [Rack et al., 2020]. Auch das GIF-Motiv ist an der Anordnung der Ribose mittels Van-der-

Waals-Wechselwirkungen beteiligt [Alhammad & Fehr, 2020].

Die enzymatische Aktivitat der coronaviralen Makrodomane war zunachst unklar, bis es gelang,
eine ADP-Ribose-1“-Phosphatase-Aktivitdt [Putics et al., 2005] und einige Jahre spater eine
Hydrolase-Aktivitat, bei der ADP-Ribose von Proteinen abgespaltet wird, nachzuweisen [Rosenthal
et al., 2013, Li et al., 2016]. Fur eine De-ADP-Ribosylierung wird die Bindung an mono- oder poly-
ADP-Ribose vorausgesetzt, weshalb MacDs eine sogenannte ADP-ribose recognition domain
besitzen. Neben Mono- bzw. Poly-ADP-Ribose kénnen auch deren Derivate, wie beispielsweise
ADP-Ribose-1“-Phosphat (Appr1p), als Substrat dienen. Die Bindung und anschlief3ende Hydrolyse
von ADPr spielt eine Rolle in diversen zellularen Prozessen [Egloff et al., 2006, Palazzo et al., 2019].
Putics et al. zeigten, dass ein Aktivitatsverlust der MacD jedoch keinen Einfluss auf die Synthese
viraler RNA in vitro hat. Diese und weitere Studien weisen darauf hin, dass virale MacDs keine
direkte Rolle bei der Synthese der viralen RNA besitzen [Putics et al., 2005, Egloff et al., 2006]. In
einigen CoVs (MHV und MERS-CoV) scheint die MacD jedoch entscheidend an der Replikation in
vitro, der Pathogenese in vivo und/oder der Immunantwort beteiligt zu sein [Eriksson et al., 2008,
Alhammad et al., 2023].
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden revers-genetisch hergestellte HCoV-229E-MacD-Mutanten
verwendet, die an den in Abbildung 1-4 durch schwarze Pfeile hervorgehoben
Aminosaurepositionen Substitutionen enthielten. Frihere biochemische Untersuchungen mit
bakteriell hergestellten MacD-Varianten hatten gezeigt, dass diese Substitutionen (in
unterschiedlichem Umfang) zu einer verminderten De-ADP-Ribosylierungsaktivitat fihrten. N1302,
N1305 bzw. H1310 wurden dabei mit Alanin substituiert. N1357 wurde zu Histidin, Serin oder
Glutamin mutiert. Frihere Studien unter Verwendung einer MHV_N1347A-Mutante hatten eine
verringerte Replikation und Pathogenese dieser MacD-Mutante nachweisen kénnen [Eriksson et
al., 2008, Grunewald et al., 2019]. Diese MHV-Mutante entspricht der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten HCoV-229E_N1305A-Mutante. Andere Studien legten den Schluss nahe, dass
N1302, N1305 und H1310 Teil des aktiven Zentrums der MacD sind und vermutlich eine Rolle bei
der Katalyse oder Substratbindung spielen [Putics et al., 2005]. Dariber hinaus wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Deletionsmutante (HCoV-229E_AMacD) als weitere Kontrolle verwendet,
bei der die kodierende Sequenz der kompletten MacD aus der nsp3-Sequenz entfernt wurde (diese

umfasst die in Abbildung 1-4 dargestellten Aminosaurereste E1265 bis V1434).
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2. Material

In den nachfolgenden Unterkapiteln sind die verwendeten Chemikalien, Organismen und

Verbrauchsmaterialien aufgefiihrt.

2.1 Synthetische Oligonukleotide

Alle Primer wurden von der Firma IDT, Coralville, lowa (USA), bezogen. Nachfolgend sind

synthetische Oligonukleotide aufgefiihrt, die fir Klonierungen, Reverse Transkription mit

nachfolgender quantitativer PCR (RT-gPCR), Mutagenesen und Sequenzierungen verwendet

wurden. Die Sequenzen sind jeweils in 5°-3"-Richtung dargestellt und die Orientierung als forward

(fwd) oder revers (rev) angegeben.

Tabelle 2-1: Ubersicht der verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz

Bezeichnung des
erzeugten Plasmids

Primer fiir Validierung der HCoV-229E-MacD-Mutanten

Oli45 (fwd) 5 -GTTGTTGACCAAGTTGAAG-3"’ -
AP168 (fwd) 5 -TTGTACGCCCACTAAGAAGGC-3’ -
TNI 6,2k down (rev) 5 -AAAGTAAGCATAGAGTCAGTAAAC-3’ -
5550 dn (rev) 5" -CTTCAGCATCACCCTTGTCACC-3~ -

Primer fiir mMRNA-Expressionsanalyse mittels RT-gPCR

PARP1-qRT-fwd 5" -TGGAACATCAAGGACGAGCT-3" -
PARP1-gRT-rev 5 -CATCGCTCTTGAAGACCAGC-3" -
PARP2-qRT-fwd 5 -CTCCCTTGAAGCCAGAGTCA-3" -

PARP2-qRT-rev "~CTGCCTTGATTTGTGCCACT-3"

PARP3-qRT-fwd "-TACCAGCTTCTCAAGTGCCA-3"

PARP3-qRT-rev "-CACAGCAGCTTCCGATTACC-3"

PARP4-qRT-fwd "~GACATCACACCACCTCCTGA-3"

PARP4-qRT-rev " ~CCTCCCTCCATTCCCACTTT-3"

PARP5a-qRT-fwd "~AGTCTTCTCCCCTGCACTTC-3"

PARP5a-gRT-rev "-CCTGGCATTTGGATCAGCTC-3"

PARP5b-gRT-rev " -AACAAGAGGGCAGAGCAGAT-3"

PARP6-qRT-fwd " -GAGGCACAGTTGGTTCAAGG-3~

PARP6-qRT-rev " -GATGGAACGGTTCATGAGGC-3"

PARP7-qRT-fwd "-TGACCCTCGAGTCTGTGGAA-3"

PARP7-qRT-rev "-TCATGCCATGACTGCCCATT-3"

5
5
5
5
5
5
5
PARP5b-gRT-fwd 5" -ACGGACAAATGGGCTTTCAC-3"
5
5
5
5
5
5

"~ACTTTTGAACCGTCCTTGCC-3"

PARP8-qRT-fwd
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PARP8-qRT-rev

" -TGGAGTAGGACTTGCTGAGC-3"

PARP9-qRT-fwd

"~GAGTCTCCAGAACCACCACA-3’

PARP9-qRT-rev

"~TCCTTGCCATTTCCTCCTGT-3"

PARP10-gRT-fwd

"-CTGTGGACCTGCTGTTGCTG-3"

PARP10-qRT-rev

" ~GGATGTCGTAGTGGGGGACA-3"

PARP11-gRT-fwd

"-CTGTGAAAACGAGGCCATCC-3"

PARP11-qRT-rev

"-CCTGCAAAAGAACTCCCACA-3~

PARP12-qRT-fwd

"-TCCTCTGTCACCAAACCTCC-3"

PARP12-qRT-rev

"-CTCGTAGTTGTGCTTTCCGG-3"

PARP13-qRT-fwd

"-~CGCAAGTTCACGTATCTGGG-3"

PARP13-gRT-rev

"~AGGTAAGTGCTGCCTGGATT-3"

PARP14-qRT-fwd

"~ATCTCAAAGCAGGGGTCTCC-3"

PARP14-gRT-rev

" —-TGGGAGGCAAATGGATGAGT-3"

PARP15-qRT-fwd

"~CTGTTTTGCATGGTCCAGCT-3"

PARP15-gRT-rev

"~ACTGAGTCTGCATCTGTCCC-3"

PARP16-qRT-fwd

"~CGTCAAGTGCCAAACCAAGA-3’

PARP16-gRT-rev

"-TCTTGGGTGGCTTCTGTGAA-3"

IRF3_3040-fwd "-TCTGCCCTCAACCGCAAAGAAG-3~ -
IRF3_3274-rev "-TACTGCCTCCACCATTGGTGTC-3" -
IRF7_3505-fwd "-~CCACGCTATACCATCTACCTGG-3" -

IRF7_3855-rev

"~GCTGCTATCCAGGGAAGACACA-3"

TBK1_38573-fwd

"~CAACCTGGAAGCGGCAGAGTTA-3"

TBK1_44059-rev

"~ACCTGGAGATAATCTGCTGTCGA-3"

GAPDH-fwd

"~CTGCTCCTCCTGTTCGACAGT-3"

GAPDH-rev

"~CCGTTGACTCCGACCTTCAC-3"

Primer fiir die Klonierung fiir CRISPR/Cas9-System

PARP7_sgRNA1_fwd 5’ -CACCGTGCACTACACAGTCTGGCTC-3" || onti-CRISPR-v2-
PARP7_sgRNA1_rev 5 -AAACGAGCCAGACTGTGTAGTGCAC-3~ |PARP7-sgRNA1
PARP7_sgRNA2_fwd 5’ -CACCGAAGGATGGGCTTCCGGTATC-3" || onti-CRISPR-v2-
PARP7_sgRNA2_rev 5 -AAACGATACCGGAAGCCCATCCTTC-3  |PARP7-sgRNA2
PARP7_sgRNA3_fwd 5’ -CACCGGGTTCACCAGCTCAAACACG-3" || onti-CRISPR-v2-
PARP7_sgRNA3_rev 5 -AAACCGTGTTTGAGCTGGTGAACCC-3  |PARP7-sgRNA3

(RT-q) PCR-Amplifikations bzw. Sequenzierprimer fiir CRISPR/Cas9-System

hU6-fwd 5" -GAGGGCCTATTTCCCATGATT-3" --
HIV-psi_fwd 5 -GAGAGAGATGGGTGCGAGAG-3’ -
HIV-psi_rev 5°-CCCTCATATCTCCTCCTCCA-3" -
CAS9_fwd 5’ -GACATCGGCACCAACTCTGT-3" -
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CAS9 rev

"-GGTGCTGTCCACCAGTTTCT-3"

PARP7_565_fwd

" —GAGCAGTTGGAGCTAATCCAC-3~

PARP7_759 rev

"-CCTCAAAGACCTCAGGGTTCC-3"

PARP7_1429_rev

"-CACTCTGCCACTTTTGAGTAG-3"

PARP7_1474 rev

"-GGTTACAGTAAAATCTTTCC-3"

2.2 Verwendete Enzyme

Sofern nicht separat beschrieben, wurden die in Tabelle 2-2 aufgelisteten Enzyme und die

zugehorigen Puffer laut Herstellerangaben eingesetzt.

Tabelle 2-2: Verwendete Enzyme

Enzym Hersteller Verwendung
DreamTaq DNA

Thermo Fisher
Polymerase (5 U/ul) und PCR

zugehorige Puffer

Scientific (EP0702)

Esp3! (BsmBl) (10 U/pl)

Thermo Fisher
Scientific (ER0452)

Lenti-CRISPR v2 Plasmid

Ligation

Maxima Reverse
Transkriptase (200 U/pl)

Thermo Fisher
Scientific (EP0742)

Reverse Transkription

Phusion High Fidelity DNA

Polymerase (2 U/ul) und

zugehdrige Puffer

Thermo Fisher Scientific
(F530L)

PCR fir Klonierungen/

Mutagenesen

RNase A (10 mg/ml)

Thermo Fisher Scientific
(EN0531)

Plasmidaufreinigung

RNase-Free DNase Set

Qiagen (79254)

On-column DNase-Verdau fir

NGS-Probenpraparation

RQ1 RNase-free DNase
(1 U/pl) und zugehorige
Puffer

Promega (M6101)

DNase-Verdau in isolierten RNA-

Proben

T4-DNA-Ligase
(400.000 U/ml)

New England Biolabs
(M0202S)

Lenti-CRISPR v2 Plasmid Ligation

T4-PNK (10.000 U/ml)

New England Biolabs
(M0201S)

Lenti-CRISPR v2 Plasmid Ligation
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2.3 Marker

Die Groflenzuordnung von Nukleinsduren bzw. Proteinen erfolgte unter Verwendung der in

Tabelle 2-3 aufgefihrten Marker.

Tabelle 2-3: Verwendete Marker

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

DNA-GroRenmarker

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

(SM0311)

GeneRuler Low Range DNA
Ladder

Thermo Fisher Scientific

(SM1193)

RNA-GroRenmarker

RNA ScreenTape Ladder

Agilent Technologies

(5067-5578)

Protein-

Molekulargewichtmarker

PageRuler™ Prestained

Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

(26617)

2.4 Kits

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2-4: Verwendete Kits

Name

Hersteller

Human IFN-beta DuoSet ELISA

R&D Systems/ biotechne (DY814-05)

innuPREP PCRpure Kit

Analytik Jena (845-KS-5010250)

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit

New England Biolabs (E3005L)

Mini-Viral RNA Extraction Kit

Zymogen

Monarch DNA Gel Extraction Kit

NEB (T1020L)

NucleoSpin Tissue genomic DNA from

tissue Kit

Macherey-Nagel (740952.50)

Plasmid Midi Kit

Qiagen (12145)

RNA Clean & Concentrator™-5

Zymo Resaerch (R1015)

RNeasy® Mini Kit

Qiagen (74106)

SYBR™ Green PCR Master Mix

Applied Biosystems (4309155)

Quick-RNA™ Viral Kit

Zymo Research (R1034)
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2.5 Filter und Membranen

Die verwendeten Filter und Membranen sind Tabelle 2-5 zu entnehmen.

Tabelle 2-5: Filter und Membranen

Bezeichnung Hersteller Verwendung
Whatman™ 3MMCHR GE Healthcare Blotting-Papier

FP 30/0.2 CA-S Whatman 0,2 um Filter

Protan™ 0,45 uM NC Amersham™ Membran fiir den Western

Blot (Nitrocellulose)

Immobilon-P Transfer Merck (IPVH00010) Membran fiir den Western
Membran, PVDF, Blot (PVDF)

PorengréRe 0,45 pm,
26,5cmx 3,75 m

2.6 Antikorper

Alle verwendeten Antikérper, die eingesetzten Verdinnungen und Anwendungen (IF:

Immunfluoreszenz, WB: Western Blot) sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2-6: Antikorper

Antikorper Verwendung | Verdiinnung Firma
(Bestellnummer)

Primarantikorper

mouse anti-beta Actin mAK WB 1:4.000 Santa Cruz (sc-47778)

mouse anti-GAPDH mAK WB 1:4.000 Abcam (ab8245)

(6C5)

mouse anti-HCoV-229E-N- IF 1:200 Eurofins/Ingenasa

AK WB 1:250 M.30.HCo.B1E7; Batch
250609

mouse anti-IRF-3 (D9J5Q) WB 1:250 Cell Signaling (10949S)

mAK

rabbit anti-FRA1 pAK WB 1:250 Invitrogen (PA5-76185)

rabbit anti-PARP7 pAK WB 1:250 Abcam (ab84664)

rabbit anti-PARP9 pAK WB 1:250 Abcam (ab53796)
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rabbit anti-Poly/Mono-ADP WB 1:500 Cell Signaling (89190S)
Ribose (D9P7Z) mAK

rabbit anti-TBK1/NAK (D1B4) | WB 1:250 Cell Signaling (3504S)
mAK

Sekundarantikorper

AlexaFluor® 594 F(ab’)2 IF 1:500 Invitrogen (A11005)

Fragment goat-a-mouse 1gG

AlexaFluor® 488 F(ab’)2 IF 1:500 Invitrogen (A11070)
Fragment goat-a-rabbit IgG

IRDye 800CM, goat anti- WB 1:15.000 LI-COR Biosciences
mouse (926-32210)

IRDye 800CM, goat anti- WB 1:15.000 LI-COR Biosciences
rabbit (926-32211)

Goat anti-rabbit WB 1:2.000 Dako (P0448)

Immunoglobulins HRP pAK

Goat anti-mouse WB 1:2.000 Dako (P0447)
Immunoglobulins HRP pAK

2.7 Escherichia coli-Stamm

Fur samtliche Klonierungen wurde der Escherichia coli (E. coli)-Stamm TOP10F’.

Tabelle 2-7: Verwendeter Escherichia coli-Stamm

Stamm Genotyp

TOP10F’ F'[lacls Tn10(tet?)] mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢80/acZAM15
AlacX74 deoR nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL(Str?) endA1 A
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2.8 Eukaryotische Zellen

Far séamtliche in cellulo durchgeflhrten Versuche wurden die nachfolgenden Zelltypen verwendet.

Tabelle 2-8: Ubersicht der verwendeten eukaryotischen Zellen

Bezeichnung Kurzbeschreibung der Zellen

Hersteller

(Bestellnummer)

A549 humane Lungenkrebs-Zelllinie

CLS (300114)

AB549CD13+/TMPRSS2+ humane Lungenkrebs-Zelllinie,

die CD13 und TMPRSS2

zur Verfligung gestellt von

Prof. Dr. Krysztof Pyré

einem Patienten mit akuter

myeloischer Leukdmie (AML)

exprimieren
HEK-293FT humane, embryonale Nierenzellen zur Verfiigung gestellt von
(engl. human embryonic kidney), Prof. Dr. Kracht
schnell wachsend (F),
transfiziert mit SV40 T Antigen (T)
Huh-7 humane Hepatom-Zellen CLS (300156)
MRC-5 humane Lungenfibroblasten ATCC (CCL-171)
THP-1 humane Monozyten isoliert von DSMZ (ACC16)

2.9 Antibiotika und Inhibitoren

Die verwendeten Antibiotika und Inhibitoren sind Tabelle 2-9 zu entnehmen.

Tabelle 2-9: Verwendete Antibiotika und Inhibitoren

Name Hersteller (Bestellnummer) Verwendung

Ampicillin Carl Roth (K029.2) Transformation von E. coli
Top10 F" [100 mg/ml in ddH20]

Atamparib Selleckchem.com (S8993) PARP7-Inhibitor

(RBN-2397)

Blasticidin S Sigma-Aldrich (SBR00022) Selektion der

Geneticin G418 Gibco (10131027) AB49CD13+/TMPRSS2+_Zalen

Leupeptin Carl Roth (CN33.1) Proteinisolation

hemisulfate

Microcystin Enzo (ALX-350-012-C100) Proteinisolation

Penicillin/ Gibco (15140122) Zellkultivierung

Streptomycin

Pepstatin A Applichem (A2205) Proteinisolation
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Phenylmethyl- Sigma Aldrich (P7626) Proteinisolation
sulfinylfluorid
(PMSF)

Protease Inhibitor Roche (04693132001) Proteinisolation

Puromycin Sigma-Aldrich (P8833) Selektion der Knockout-Zellen

RNaseOUT Invitrogen (P/N100000840) Proteinisolation
Recombinant
Ribonuclease
Inhibitor

2.10 Plasmide

Die fir das CRISPR/Cas9-System bendétigten Plasmide wurden von Prof. Dr. Kracht zur Verfiigung
gestellt.

Tabelle 2-10: Verwendete Ausgangsplasmide

Bezeichnung Resistenz Verwendung Hersteller

(Bestellnummer)

pMD2.G Ampicillin Transfektions- Addgene (12259)
Helferplasmid fir
CRISPR-Cas9-System

psPAX2 Ampicillin Transfektions- Addgene (12260)
Helferplasmid fir
CRISPR-Cas9-System

Lenti-CRISPR- Amopicillin, Klonierung der sgRNA fur | Addgene (52961)
LCV2 Puromycin CRISPR-Cas9-System

2.11 Puffer und Medium

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer bzw. Medien ist in Tabelle 2-11 aufgeflhrt.

Tabelle 2-11: Verwendete Puffer und Medium

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
Avicell™M-MEM- 1,2 % Avicell™ [2,4 % [w/v] | Titration mittels Plaque-Assay
Gemisch Avicell™ in H20 geldst]
1X MEM
10 % FBS
Blockierldsung 5 % [w/v] Milchpulver Western Blot Blockierldsung
0,1 % [v/v] Tween-20
in TBS-Puffer
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CaClz-Ldsung

10 mM PIPES [pH 7,0]
60 mM CaCl:
15 % [v/v] Glycerin

Herstellung kompetenter E. coli

ELISA-Substratlésung

Phosphat-Citrat-Puffer
46 mM Zitronensaure-1-
hydrat

100 mM NazHPO4

in H20 gelost

[pH 5,0]

1mg TMB (geloést in 1 ml
DMSO)

1,7 pl 35 % H202

pro 9ml Puffer frisch

hinzufligen

ELISA

Fixierldsung

3,7 % Formaldehyd in PBS

Mikroskopie

Kristallviolett-Lésung

0,15 % [w/v] Kristalviolett
20 % [v/v] Ethanol

Titration mittels Plaque-Assay

6X Ladepuffer fir DNA-
Proben

10 mM Tris-HCI [pH 7,6]

60 % [w/v] Glycerin

60 mM EDTA

0,03 % [w/v] Bromo-
phenolblau

0,03 % [w/v] Xylencyanol FF

Gelelektrophorese

1X Laemmli-Laufpuffer 25 mM Tris SDS-PAGE
192 mM Glycin
0,1 % [w/v] SDS
4X Laemmli- 250 mM Tris-Base SDS-PAGE
Probenpuffer 4 % [w/v] SDS

20 % [v/v] Glycerin

0,02 % [w/v]
Bromphenolblau

20 % B-Mercapthoethanol
[pH 6,8]

LB-Agarplatten

LB-Medium
15 g/l Micro Agar

E. coli Kultivierung

Luria-Bertani (LB)-

Medium

1 % [w/v] Trypton

1 % [w/v] NaCl

0,5 % [w/v] Hefeextrakt
gelést in ddH20

E. coli Kultivierung
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1X PBS 140 mM NaCl Zellkultur, IF
2,7 mM KCl

10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2PO4
[pPH 7,3]

Permeabilisierungslésung 0,1 % Triton-X-100 in PBS Mikroskopie

Ponseau S- 0,1 % Ponceau S Validierung Proteinlbertrag
Farbelésung 5 % Essigsaure auf PVDF-Membran
Puffer 1 50 mM Tris-Cl [pH 7,5] Plasmid-Minipraparation
10 mM EDTA
0,1 pg/ml RNaseA
Puffer 2 200 mM NaOH
1 % [w/v] SDS
Puffer 3 3 M Kaliumacetat [pH 5,0]
RIPA-Puffer 50 mM Tris-Cl [pH 7,5] Gesamtproteinisolation durch
150 mM NaCl Zelllyse

1 % [v/v] Triton X-100
0,5 % [wiv]
Natriumdesoxycholat
0,1 % [w/v] SDS

1 mM EDTA

Sammelgelpuffer 1 M Tris [pH 6,8] SDS-PAGE

Spezial-Lysepuffer 10 mM Tris [pH 7,05] Proteinisolation
30 mM NasP207

50 mM NaCl

1 % Triton-X-100

2 mM NasVO4

50 mM NaF

20 mM B-Glycerophosphat

1 ug Pepstatin A

10 pg Leupeptin hemisulfate
1 mM Phenylmethyl-
sulfonylfluorid

1 uM Microcystin pro ml
Spezial-Lysepuffer frisch
hinzugeben

5X TAE-Puffer 800 mM Tris-Base Gelelektrophorese
1 M Essigsaure
50 mM EDTA
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[pH 8,0]

5X TBE-Puffer

445 mM Tris-Base

445 mM Borséaure

Gelelektrophorese

20 % [v/v] Methanol

10 mM EDTA
[pH 8,0]

10X TBS-Puffer 100 mM Tris-Base Western Blot
1,5 M NaCl
[pH 8,0]

1X TBS-T 0,1 % [v/v] Tween-20 in Waschlésung Western Blot
TBS

TNE-Puffer 40 mM Tris Virusaufreinigung mit 30 %
140 mM NacCl Succrose-TNE Puffer mittels
1 mM EDTA Ultrazentrifugation
[pH 7.4]

1X Transferpuffer 25 mM Tris Western Blot
192 mM Glycin

Trenngelpuffer

1 M Tris [pH 8,8]

Western Blot

2.12 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien

Katalognummer aufgefuhrt.

Tabelle 2-12: Chemikalien

sind in Tabelle 2-12 mit der Angabe von Hersteller und

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Acrylamid/Bisacrylamid-StammIdsung:
Roti-phorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth (3029.1)

Agar-Agar

Carl Roth (6494.3)

Albumin Standard

Thermo Scientific (23209)

Ammoniumpersulfat (APS)

Serva (13375)

Avicel RC-591 MCC/

Carboxymethyicellulose Sodium

Dupont (RC591-NFDRO080I)

Borsaure

Carl Roth (6943.6)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth (8076.4)

Bromphenolblau

Sigma Aldrich (B-5525)

10X Buffer for T4-DNA-Ligase (10 mM ATP)

New England Biolabs (B0202S)

10X Buffer Tango (with BSA)

Thermo Fisher (BY5)

Calciumchlorid-Dihydrat

Merck (2382)

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTS)

Promega (G3582)
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Chloroform Carl Roth (Y015.2)
DAPI 4°,6-Diamidin-2-phenylindol Sigma Aldrich (D9542)
DMEM Gibco (41966-029)
DMSO Thermo Fisher (F-515)

100 mM dNTP Set (ATP, CTP, UTP, GTP)

Invitrogen (10297-018)

ECL™ Western Blotting Detection Reagents

Cytiva (RPN2106)

Essigsaure 100 %

Carl Roth (3738.5)

Ethanol 70 %

SAV Liquid Production GmbH (ETO-5000-70-1)

Ethanol 2 99,8 %

Honeywell (24102-2.5L)

Ethidiumbromid

Sigma Aldrich (E-8751)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck (1.08418)

Fetal Bovine Serum

Gibco (A5256701)

Formaldehydlésung 37 %

Carl Roth (4979.1)

Giemsa-Losung

Carl Roth (T862.2)

Glycerin/ Glycerol

Carl Roth (3783.2)

B-Glycerophosphat

Sigma Aldrich (G-6251)

IL-4

Prepotech (200-04)

IL-13

Prepotech (200-13)

Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate

Millipore (WBKLS0500)

Interferon-a

Invitrogen (111012)

Interferon-B (Hu-IFN-B 1a)

Biozol (PBL-11410-2)

Interleukin-29/ Interferon Lambda 1,

human cell-expressed

Biozol (PBL-11725-1)

Isopropanol

Honeywell (33539-2.5L)

Kaliumacetat

Merck (1.04820)

Kaliumchlorid

Carl Roth (6781.1)

(Di-) Kaliumdihydrogen-phosphat

Carl Roth (T875.1)

Kristalviolett

Sigma Aldrich (61135-25G)

Lipofectamine™ LTX Reagenz mit
PLUS Reagenz

Invitrogen (15338100)

LPS E. coli O111:B4

Sigma Aldrich (L2630 (10 mg))

Luria-Bertani (LB)-Medium

Carl Roth (X968.3)

Magermilchpulver

Sucofin

May-Grunwald-Lésung

Carl Roth (T863.2)

MEM (2X)

Gibco (21935-028)

B-Mercaptoethanol

Carl Roth (4227.3)

Methanol

Honeywell (32213-2.5L)

Natriumazid

Carl Roth (K305.1)

Natriumchlorid

Carl Roth (P029.3)
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Natriumdesoxycholat

Merck (6504)

Tetra-Natriumdiphosphat

Carl Roth (T833.1), AppliChem (121710.1211)

Natriumfluorid

Merck (6449), AppliChem (A0401)

Di-Natriumhydrogen-phosphat Dihydrat

Carl Roth (4984.1)

Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth (CN30.3)
Natriumhydroxid Carl Roth (6771.1)
Natriumorthovanadat AppliChem (A2196)

Nuklease-freies Wasser

New England Biolabs (B1502E)

Oligo(dT)18 Primer (0,5 pg/ul)

Thermo Fisher (S0132)

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma Aldrich (P1585-5MG)
1 mM PMA in DMSO

1,4-Piperazindiethansulfon-saure (PIPES)

Sigma Aldrich (P-1851)

Polybrene (Hexadimethrinbromid)

Sigma Aldrich (1076898)

T4-Polynucleotide Kinase Buffer (10X)

New England Biolabs (B0201S)

Ponseau S

Merck (15927)

ProLong Gold Antifade Mountant

Invitrogen (P36934)

Random Hexamers

Invitrogen (N8080127)

Recombinant Human IFN-Y

R&D Systems (285-1F-100)

RNA ScreenTape Sample Buffer

Agilent Technologies (5067-5577)

RPMI-1640 Medium

Sigma Aldrich (R8758-500ml)

ROTI Load 1 (4X)

Carl Roth (K929.1)

Roti®-Quant-Reagenz (5X)

Carl Roth (K015.3)

Saccharose

Carl Roth (4621.1)

Salzsaure 37 %

Carl Roth (X942.1)

Schwefelsaure

Carl Roth (4623.1)

SOC-Medium

Invitrogen (15544034)

3,3",5,5"-Tetramethyl-benzidin (TMB)

Carl Roth (4107.1)

N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth (2367.1)

Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid (MTT)

Sigma Aldrich (M2128-59g)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Carl Roth (A411.3)

Triton X-100

Sigma Aldrich (T8787-250ML)

Trizol Invitrogen (15596026)
Trypsin-EDTA (10X) Gibco (10779413)
Tween 20 Carl Roth (9127.2)

Universal Agarose

BioCat (AGA500-BCAT)

Wasserstoffperoxid 35 %

Carl Roth (9683.4)

Xylencyanol FF

Sigma Aldrich (X-4126)

Zitronensaure-1-hydrat

Merck (244)
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2.13 Allgemeine und Verbrauchsmaterialien

Nachfolgende Tabelle beinhaltet die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 2-13: Allgemeine und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller (Bestellnummer)

Centrifuge Tubes Polypropylene (32 ml)

Beckman Coulter (355642)

Corning Costar TC-behandlete

Multiwellplatten

Sigma Aldrich (CLS3513-50EA)

Cover Slips Epredia (CB00120RA120MNZ0)
Deckglaschen Nunc (171862)
Einweg-Spritze Omnifix (4617207V)

Falcons

Greiner (188 271), Sarstedt (62.547.254)

T25/ T75 Flaschen

LabSolute (7 696 781), Sarstedt (83.3911.002)

gestopfte Spitzen (0- 1250 pl)

Nerbe Plus GmbH (06-622-5300, 06-662-5300,
06-695-5300)

Kryo-Gefalle CryoPure

Sarstedt (72.380.992)

Objekttrager R. Langenbrinck GmbH, epredia (MZ-0002)
Reaktionsgefale Sarstedt (72.690.001)
RNA ScreenTape Agilent Technologies (5067-5576)

Sapphare PCR Consumables 96-well-
PCR-Platte

Greiner (669285)

serologische Pipetten (5- 50 ml)

Greiner (606180, 607180, 760180, 768180)

Tapestation Loading Tip

Agilent Technologies (5067-5598)

8-well-Chamber Slides

Sarstedt (94.6170.802)

6, 12, 24, 96-well Platten

Sarstedt (83.3920.005, 83.3921.005,
83.3922.005, 83.3924.005)

10 cm/ 15 cm Zellkulturschalen

Sarstedt (83.3902, 83.3903)
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2.14 Verwendete Gerate

Die verwendeten Maschinen sind in Tabelle 2-14 aufgefuhrt.

Tabelle 2-14: Verwendete Gerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Chemi Doc Touch Imaging Systems

Bio-Rad

Gelelektrophoreseapparatur (Agarosegele)

Carl Roth (N562.1, HP70.1)

Heizblock

Eppendorf (Thermomixer comfort)

Inkubator (E. coli)

New Brunswick Scientific (innova 44)

Inkubator (Zellkultur)

Panasonic Group (Sanyo CO:2 Incubator)

LightCycler 480 11

Roche

diverse Mehrkanalpipetten

Biohit Proline Plus

Mikroskop BZ-X810

Keyence

Multipipette

Sartorius (Picus 10 ml)

NanoDrop 1000 UV

Thermo Scientific

Neubauer-Zahlkammer LaborOptik
Odyssey-Imaging-System Li-COR Biosciences
PerfectBlueTM "Semi-Dry -Blotter Sedec/ VWR

Photometer fir Kiivetten

Eppendorf (BioPhotometer plus)

Photometer fiir Multiwellplatten

Tecan (spark multimode-microplate-reader)

Pipetboy

Integra

PowerPac Basic

Biorad

Schuttler

New Brunswick Scientific (Innova44)

Schwenktisch

Edmund Buhler GmbH, Heidolph (UNIMAX
2010)

SDS-PAA-Gelapparatur

VWR (Model: Twin L)

Sterilwerkbank

Thermo Scientific (HeraSafe KS)

Stickstofftank

Tec-lab GmbH (Taylor-Wharton LABS-40K)

Tapestation 4150

Agilent Technologies

Thermocycler MyCycler™

Biorad

Ultrazentrifuge LE-80

Beckman

UV-Tisch

Vilber Lourmat

(Tisch-) Zentrifuge

Fisher Scientific (accuSpin Micro 17), VWR
(himac CT15RE), VWR (Mega Star 1.6R),
Thermo Scientific (Sorvall RC 6+)
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2.15 Verwendete Programme und WebTools

Fir die Datenerhebung, Datenauswertung bzw. statistische Analysen wurden die nachfolgenden

Programme bzw. WebTools verwendet.

Tabelle 2-15: Verwendete Programme und WebTools

Bezeichnung der Software

Verwendung

Bioinformatics & Evolutionary Genomics

Erstellung von VENN-Diagrammen

Chopchop

sgRNA-Design

CoralDRAW (Version 2019 oder neuer)

Erstellen von Abbildungen

Crustal W Version 1.83

Erstellung von Sequenz-Alignment

ESPript 3.0

Zufugen eines Farbkodes im Sequenz-

Alignment

GraphPad Prism 9

Graphische Auswertung

Human Lentiviral CRISPR Library v1 | sgRNA-Design
Addgene
Image Lab 6.1 Datenexport Western Blot-Abbildungen

Image Studio Lite Version 5.2

Western Blot-Aufnahmen

Metascape — A Gene Annotation & Analysis

Erstellung von Genannotation,

Resource Signalweganalysen, Interaktionsanalysen
Primer3Plus Primer-Design fir RT-qPCR
RStudio Statistische Datenauswertung

(Version 2022.07.2+576 oder neuer)

SeqBuilder Pro17
(DNASTAR Lasergene 17)

Theoretische Klonierung, Primer-Design
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3. Methoden

3.1 Arbeiten mit humanen Zelllinien

Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Analyse verschiedener Zelllinien hinsichtlich der PARP-mRNA-
Expression wahrend der Infektion mit HCoV-229E und der damit verbundenen De-ADP-
Ribosylierungsaktivitat der viralen MacD. Fur diese Analysen wurden humane Hepatom-Zellen
(Huh-7-Zellen), humane embryonale Lungenfibroblasten (MRC-5-Zellen), eine stabile
Monozytenzelllinie, die aus einem Patienten mit akuter Leukdmie gewonnen wurde (THP-1-Zellen),
und eine humane Lungenepithelzelllinie aus einem Adenokarzinom (A549-Zellen) kultiviert. Um eine
effizientere Infektion mit HCoV-229E zu ermdglichen, wurden A549-Zellen verwendet, die CD13
und TMPRSS2 stabil exprimierten [Lie et al., 2023]. Im weiteren Verlauf wurden mittels CRISPR-
Cas9 PARP-Knockouts bzw. Knockdowns in A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len generiert. Fiir die Produktion

von Lentiviren wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK-293FT-Zellen) verwendet.

3.1.1  Kultivierung von Zellen

Die in Tabelle 2-8 aufgelisteten Zellen und permanenten Zelllinien wurden in den entsprechenden
Kulturmedien mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in Flissigstickstoff gelagert. Fir die Inkulturnahme
von in Stickstoff gelagerten Zellen wurde das Einfriermedium nach ziigigem Auftauen durch das
jeweilige Vollmedium mit den entsprechenden Zusatzen ersetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C
und 5 % CO2-Begasung. THP-1-Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-) Medium
mit 10 % [v/v] fetalem bovinen Serum (FBS), Penicillin [100 U/ml] und Streptomycin [100 pg/ml]
kultiviert. Als Medium fiir Huh-7-, MRC-5-, A549- und A549CD13+TMPRSS2+_7allen wurde Dulbeccos
Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % [v/v] FBS und Penicillin [100 U/ml] und Streptomycin
[100 pg/ml] verwendet. Dem Kulturmedium flir A549CD13+TMPRSS2+_7g|len wurde zusatzlich Geneticin
[500 pg/ml] und Blasticidin S [10 pg/ml] beigefigt. HEK-293FT-Zellen wurden in DMEM mit 10 %
[v/v] FBS und Geneticin [500 pg/ml] kultiviert. Vor der Lentivirus-Produktion wurden HEK-293FT-

Zellen bei einer maximalen Konfluenz von 70 % maximal zehnmal passagiert.

Zum Vereinzeln und Aussden der Zellen wurden adhérente Zellen mit phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS) gewaschen. Durch die Inkubation mit 0,05 % [v/v] Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) wurden die Zellen geldst. Im Anschluss wurden die Zellen in
frischem Medium vereinzelt und in entsprechende Zellkulturgefal’e Uberfiihrt. Fir eine prazise

Zellaussaat erfolgte die Zellzahlbestimmung unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer.

Fir die Kultivierung der THP-1-Zellen wurde die Zellsuspension 5 min bei 800 x g zentrifugiert und
das Pellet anschlieRend in frischem Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde auf 1,8 x 105 bzw.

1,6 x 105 Zellen pro ml eingestellt. Im Abstand von 2 bzw. 3 Tagen wurde die Zellzahl eingestellt.
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3.1.2 Differenzierung von THP-1-Zellen

Fur die Differenzierung der THP-1-Monozyten in adharente makrophagenahnliche Zellen wurde
Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA) verwendet. Die PMA-induzierte Differenzierung erfolgte in
RPMI-Medium mit 50 nM PMA bei 37 °C (THP1(MO0)-Zellen). Nach 24 h wurde das PMA-RPMI-
Medium abgenommen, die Zellen einmal mit RPMI-Medium gewaschen und fur weitere 24 h in
RPMI-Medium kultiviert. Eine weitere Differenzierung zu M1- (THP1(M1)-Zellen) und M2-
(THP1(M2)-Zellen) makrophagenahnlichen Zellen erfolgte im Anschluss [Genin et al., 2015, Richter
et al.,, 2022]. Fur THP1(M1)-Zellen wurden je 10 ng/ml rekombinantes humanes IFN-y und
Lipopolysaccharide (LPS) verwendet. Die Differenzierung in THP1(M2)-Zellen erfolgte durch die
Zugabe von je 20 ng/ml Interleukin (IL)-4 und IL-13. Makrophagenahnliche Zellen wurden in 8-well-
Chamber-view-Slides (1 x 10%Zellen/ Chamber in 250 ul), 12-well-Platten (3 x 105 Zellen/well in
1 ml) oder 6-well-Platten (6 x 10° Zellen/ well in 2 ml) differenziert. Nach weiteren 72 h Inkubation

wurden die differenzierten THP-1-Zellen fiir die Versuche verwendet.

Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die Zellen nach einer May-Griinwald-Farbung
mikroskopisch analysiert. Fir die Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und getrocknet.
Anschlief3end erfolgte die Fixierung mit 3,4 % Paraformaldehyd und 0,1 % Triton-X-100 fir 15 min
auf Eis. Die Fixierlosung wurde entfernt und erneut mit PBS gewaschen. Nach vollstandiger
Trocknung wurden die Zellen fir 5 min in May-Griinwald-Lésung inkubiert. Uberschiissige
Farblésung wurde durch die Inkubation in Wasser fir 5 min entfernt, bevor 30 min in Giemsa-
Farblosung (1:20 in Wasser verdinnt) inkubiert wurde. AbschlieBend erfolgte ein weiterer
Waschschritt in Wasser. Die vollstandig getrockneten Proben wurden mit einem Deckglaschen

abgedeckt.

3.2 Arbeiten mit Lentiviren

Lentiviren wurden verwendet, um clustered regulatory interspaced short palindromic repeats
(CRISPR-) Cas9 Knockout bzw. Knockdown Zelllinien zu generieren [Ran et al., 2013, Joung et al.,
2017]. Dies erfolgte in Kooperation mit dem Rudolf-Buchheim-Institut fur Pharmakologie (Giel3en).

3.2.1 Design der sgRNAs

Die Auswahl der verwendeten single guide (sg) RNA-Sequenzen erfolgte unter Verwendung der
CHOPCHOP-Webseite und der Addgene Library. Um eine mdglichst hohe Knockout-Effizienz zu
erlangen, wurden flr jedes Gen drei sgRNAs anhand der ermittelten Effizienz bei niedrigem Off-
target-Effekt ausgewanhlt. Da die anschlieRende Klonierung auf Restriktionsverdau und Ligation der
sgRNA-Sequenz und dem Lenti-CRISPR v2 (LCV2) Vektor beruht, wurden die entsprechenden
Restriktionsiiberhange an die Sequenzenden angefiigt. Die vollstdndigen Sequenzen sind in
Tabelle 2-1 aufgelistet. Die DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Integrated DNA

Technologies (IDT) synthetisiert und in nukleasefreiem Wasser gelést [100 pM].
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3.2.2 Klonierung von sgRNAs in Lenti-CRISPR-v2-Vektor

Die Klonierung der sgRNAs erfolgte in E. coli TOP10F".
Herstellung von kompetenten E. coli TOP10F~

Fur die Herstellung chemisch kompetenter E. coli [Seidman & Struhl, 2001] wurde eine
Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte in 5 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm
kultiviert. Fir den Ansatz einer Hauptkultur wurde 1/200 der Ubernacht-Kultur verwendet. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer optischen Dichte (ODeoo) von 0,375. Im
Anschluss wurden die Bakterien flir 15 min bei 2900 xg und 4 °C pelletiert. 20 ml kalte
CaClz-Losung wurden zum Resuspendieren des Pellets verwendet. Dieser Schritt wurde einmal
wiederholt und die Suspension anschliefsend auf Eis fiir 30 min inkubiert. Zum Aliquotieren wurde
das Pellet nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 730 x g und 4 °C in 5 ml kalter CaCl2-Lésung
resuspendiert und in vorgekuhlte Reaktionsgefale abgeflllt. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter
Verwendung einer Sterilwerkbank. Die Lagerung der kompetenten E. coli TOP10F" erfolgte
bei -80 °C.

Herstellung phosphorylierter ds-Oligonukleotide

Fur die Herstellung von ds-Oligonukleotide wurden jeweils 1 pl fwd bzw. rev sgRNA ss-
Oligonukleotid unter Verwendung von 5 ul 10x T4-PNK-Puffer A und 43 pl nukleasefreiem Wasser

aneinandergebunden. Das verwendete Temperaturprofil bestand aus den folgenden Schritten:

Denaturierung: 4 min bei 95 °C
Annealing: 10 min bei 70 °C
Elongation: 15 min bei 37 °C
Abkuhlen: 4°C

Im zweiten Schritt erfolgte die Phosphorylierung in einem 10-pl-Ansatz mit 2 pl ds-Oligonukleotid-
Lésung, 1 pl T4-PNK (10 U), 1 pl 10x T4-PNK-Puffer A, 1 yl 10 mM ATP und 5 pl nukleasefreiem
Wasser. Die Modifikation erfolgte fr 30 min bei 37 °C. Im Anschluss erfolgte die Inaktivierung der
T4-PNK fur 10 min bei 70 °C. Die phosphorylierten ds-Oligonukleotide wurden auf 4 °C abgekuhit

und anschlielend 1:8 in nukleasefreiem Wasser verdinnt.
Aufreinigung von Lenti-CRISPR-v2-Plasmid

Fur die spatere Ligation wurden pro sgRNA 100 ng LCV2-Plasmid bendtigt. In einem ersten Schritt
wurde das LCV2-Plasmid hergestellt. Dafir wurden 100 pl einer kompetenten E.-coli-Suspension
mit 1 yl Plasmid fur eine Transformation versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte
ein Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C. Nach Herabklhlen auf Eis fir 2 min wurden 500 pl LB-Medium
zugefugt. Fur die Herstellung des LB-Mediums wurde 1 % [w/v] Trypton, 1 % [w/v] NaCl und 0,5 %
[w/v] Hefeextrakt in ddH20 geldst und autoklaviert. Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37 °C
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auf LB-Agarplatten. Auf einer Platte mit entsprechendem Selektionsantibiotikum (100 pg/ml

Ampicillin) wurden 150 ul des Ansatzes ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.
Ligation von sgRNA und Lenti-CRISPR-v2-Plasmid

Das LCV2-Plasmid wurde mittels 10 U Esp3l (BsmBl) an dessen Restriktionsschnittstelle
linearisiert. Unter Verwendung der 1 pl T4-DNA-Ligase [400 U/ull und 1 yl 10 mM ATP wurden 2 ul
verdinnte p-ds-Oligonukleotid-Lésung in einem Gesamtvolumen von 20 ul ligiert. Der
Probenansatz wurde fir 5 min auf 37 °C erwarmt und anschlieBend die Temperatur fir 5 min auf

21 °C abgesenkt. Dieses Temperaturprofil wurde weitere flinfmal wiederholt.

3.2.3 Transformation von Lenti-CRISPR-v2-Plasmid mit sgRNA

Die Transformation wurde in E. coli TOP10F" durchgefiihrt. Zu den kompetenten Bakterienzellen
wurden 2 ul des jeweiligen Ligationsansatzes zugefligt. Nach flinfminutiger Inkubation auf Eis
erfolgte der Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C. Im Anschluss wurden die Proben 2 min auf Eis
abgekihlt, bevor 200 pl vorgewarmtes superoptimales Medium mit katabolischem Repressor (SOC)
zugefluigt wurden. Die Halfe des Ansatzes wurde auf LB-Agar mit Ampicillin [100 ug/ml] ausplattiert
und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Am Folgetag wurde eine einzelne Kolonie in 5 ml LB-Medium
mit Ampicillin [100 ug/ml] fir eine Plasmidisolation Ubertragen und Uber Nacht bei 37 °C und
180 rpm kultiviert.

3.24 Aufreinigung und Validierung von Lenti-CRISPR-v2-Plasmid mit
sgRNA

Die Validierung der klonierten sgRNAs erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung. Fur eine Plasmid-
Minipraparation wurden 3 ml einer Ubernachtkultur fir 3 min bei 21.000 x g zentrifugiert und das
Pellet in 150 pl Puffer 1 resuspendiert. Nach Zugabe und Vermengen von 150 ul Puffer 2 wurden
die Zellen fir maximal 5 min bei RT lysiert. Nach der Zugabe von 150 pl Puffer 3 wurde der Ansatz
fur weitere 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein 10-minttiger Zentrifugationsschritt bei
21.000 x g um Zelldebris zu entfernen. Fir die anschlieBende DNA-Fallung wurde der Uberstand
mit 0,8 Vol Isopropanol vermengt und fir 30 min bei 21.000 x g zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde einmal mit 70 % [v/v] Ethanol gewaschen. Nach Trocknung bei RT wurde das Pellet in 50 pl
nukleasefreiem Wasser geldst und die Konzentration photometrisch bestimmt. Das aufgereinigte
LCV2-Plasmid wurde sequenziert, um sicherzustellen, dass die sgRNA erfolgreich integriert wurde.
Die Sequenz des verwendeten Sequenzierprimers hU6-fwd ist Tabelle 2-1 zu entnehmen. Nach
Sequenzbestatigung (Anhang Abbildung 7-1) wurden die mit PARP-sgRNA-Lenti-CRISPR-v2

transformierten E.-coli-Kulturen in 50 % Glycerol bei -80 °C eingelagert.

Die Herstellung grofRerer Mengen Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung des Plasmid-Midi-Kits
der Firma Qiagen als Plasmid-Midipraparation. Mittels Transformation wurden die Helferplasmide
pMD2.G und psPAX2 fiir die anschlieRende Aufreinigung kultiviert. Das Plasmid pMD2.G stellt das

Hullprotein VSV-G zur Verfligung, welches fiur die Produktion der Pseudo-Lentivirus-Partikel
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bendtigt wird. Das zweite Helferplasmid psPAX2 besitzt das gag-pol-Element, das psi-Element,
sowie zwei Gene, die fur das Rev- bzw. das Tat-Protein kodieren. Fir die Bildung der Lentiviren
werden strukturelle und enzymatische Proteine mit Hilfe des gag-pol-Elements kodiert. Das Rev-
Protein wird fiir den Export nicht gesplei3ter und teilweise gespleildter viraler RNAs vom Zellkern in
das Zytoplasma bendtigt. Nach der Transkription der RNA, wobei das Tat-Protein bendtigt wird,
dient das psi-Element der Verpackung der RNA in neue Lentiviruspartikel. Gemeinsam mit dem
LCV2-Plasmid, welches die verschiedenen sgRNAs beinhaltet, stehen damit alle bendtigten

Komponenten zur Verfliigung [Matrai et al., 2010, Sakuma et al., 2012].

3.2.5 Lentivirus-Plasmid-Transfektion in HEK-293FT-Zellen

Nach der Klonierung der sgRNA-Oligos erfolgte die Transfektion von HEK-293FT-Zellen zur
Lentivirus-Produktion. Die Kultivierungsbedingungen der Zellen sind Kapitel 3.1.1 zu entnehmen.
24 h vor der Transfektion wurden 2 x 108 Zellen pro T25-Flasche in einem Gesamtvolumen von 5 ml
DMEM-Medium ausgesetzt.

Fir jedes zu transduzierende Plasmid wurden die nachfolgenden Komponenten in separaten

Reaktionsansatzen fir je eine T25-Flasche vorbereitet.

LCV2-Target-Ansatz:
Opti-MEM 321 ul
pMD2.G (lentivirales Helferplasmid) 2,2 ug
psPAX2 (lentivirales Helferplasmid) 3,3 g
LCV2-Plasmid mit klonierter sgRNA 4.4 ug

Als Kontrolle wurde ein LCV2-Target-Ansatz mit LCV2-Plasmid ohne sgRNA mitgefuhrt.

PLUS-Reagenz-Ansatz:
Opti-MEM 321 pl
PLUS-Reagenz 42,4 ul

Lipofectamin-2000-Ansatz:
Opti-MEM 642,9 pl
Lipofectamin 2000 38,6 ul

AnschlieBend wurde der LCV2-Target-Ansatz und der PLUS-Reagenz-Ansatz vermengt und
invertiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde der Lipofectamin-2000-Ansatz zugefiigt,
invertiert und weitere 5 min inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde im Anschluss auf den
HEK-293FT-Zellen tropfenweise verteilt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % COz2. 4 h nach
der Transduktion wurde das Medium erneuert. Nach 2 d wurde der Zellkulturiiberstand bei 500 x g
fur 5 min abzentrifugiert. Zelldebris wurde durch Filtration mit einer verwendeten Porengréf3e von

0,45 ym entfernt. Die Lagerung der Lentiviren erfolgte bei -80 °C.
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3.2.6 Zellviabilitatsassay fur Lentiviren

Fur die Transduktion der Zellen mit einer festgelegten MOI wurde der LCV2-Leervektor-
Virusiberstand fir eine Titration verwendet. Lentiviren sind nicht in der Lage, Plaques zu bilden,
weshalb die Titration mittels MTT-Assay erfolgte. 24 h nach der Transduktion der Zellen mit
unterschiedlichen LCV2-Volumina erfolgte die Aussaat in Triplikaten im 96-well-Format mit einer
Zellzahl von 4 x 10% Zellen in einem Gesamtvolumen von 100 ul. Den adhérenten Zellen wurde
Puromycin [1 ug/ml] fiir die Selektion zugefligt, bis die Zellen der nicht transduzierten Kontrolle nach
2 Tagen vollstéandig abgestorben waren. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und je 96 pl
Medium und 4 pl MTS-Losung zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Intakte bzw.
metabolisch aktive Zellen reduzieren wahrenddessen das gelbe, wasserlosliche Substrat zu
blauem, wasserunléslichen Formazan. Die Formazanmenge ist direkt proportional zu der Anzahl
lebender Zellen und wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 490 nm detektiert. Nach
Subtraktion des Hintergrundsignals wurde das Verhaltnis zwischen nicht transduzierten und
transduzierten Proben ermittelt und der Anteil lebender Zellen prozentual abhangig von der

verwendeten LCV2-Menge angegeben.

3.2.7 CRISPR-Cas9-Knockout-Zelllinien-Transduktion

24 h vor der lentiviralen Transduktion wurden 0,5 x 108 A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len pro Vertiefung
einer 6-well-Platte in einem Gesamtvolumen von 2 ml/well ausgesetzt. Vor der Transduktion wurden
8 ug Polybrene pro well hinzugegeben. Polybrene ist ein Polymer mit positiver Ladung, welches die
Effizienz der lentiviralen Infektion in Sdugetierzellen verbessert, indem es die ladungsbasierte
AbstolRung zwischen Virionen und Zelloberflache abschwacht [Davis et al., 2002]. Dafur erfolgte die
Inkubation der Zellen mit Polybrene bei 37 °C fur 10 min. Im Anschluss wurden 500 pl
Lentivirustuberstand pro well (basierend auf MTT-Assay) hinzugegeben und weitere 24 h kultiviert.
Transduzierte A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen wurden zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert und in
einem Verhaltnis von 1:3 in 10-cm-Platten ausgeséat. Erfolgreich transduzierte Zellen besitzen eine
Puromycin-Resistenz, welche Bestandteil des LCV2-Plasmids ist. Nach 24 h erfolgte die Selektion,
indem der Uberstand durch Volimedium mit 2 pyg/ml Puromycin ersetzt wurde. Bei der 14-tagigen
Puromycin-Selektion wurde im Abstand von 2-3 Tagen das Medium erneuert und dadurch

abgestorbene Zellen entnommen.

3.2.8 Validierung der CRISPR-Cas9-Knockout-Zelllinien

Fur den Transport und das weitere Arbeiten mit den erzeugten Zellen musste ein Herabstufen auf
die biologische Sicherheitsstufe 1 erfolgen. Daflr wurde mittels RT-gPCR die Prasenz von

Lentiviren analysiert.
Lentivirus-Kontroll-SYBR-Green-RT-qPCR

Pro Zelllinie wurden 200 pl Zellkulturiberstand entnommen und mittels PCR auf lentivirale

Riickstande gepruft. Der Uberstand wurde bei 16.000 x g fiir 1 min abzentrifugiert, um Zelldebris zu
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entfernen. Die Isolation der RNA erfolgte mit Hilfe des Mini-Viral-RNA-Extraktionskits der Firma
Zymogen unter Herstellerangaben. Eluiert wurde die RNA in 10 pl nukleasefreiem Wasser. Die
Konzentration wurde photometrisch ermittelt und fiir die anschlielende cDNA-Synthese auf 10 ng
der mitgefuhrten Positivkontrolle (Lentivirusstock) normalisiert eingesetzt. Der Reaktionsansatz
beinhaltete auBerdem 1 yl Random-Hexamere, 1 yl 10 mM dNTP-Mix, 100 U Maxima Reverse
Transkriptase mit dem zugehorigen Puffer. Das Gesamtvolumen wurde mit nukleasefreiem Wasser
auf 20 pl eingestellt. Die Proben wurden 10 min bei 25 °C und 1 h bei 42 °C inkubiert. Durch
Erhitzen fir 10 min bei 70 °C wurde die Reaktion abgestoppt und die Konzentration anschlief3end

photometrisch ermittelt.

Der Nachweis von Lentiviren im Zellkulturiberstand erfolgte durch RT-qPCR. Das Prinzip basiert
auf der Bestimmung der Nukleinsduremenge nach jedem Amplifikationszyklus. Die Detektion erfolgt
durch interkalierende Farbstoffe, wie beispielsweise SYBR Green, die an doppelstrangige DNA
angelagert werden. Dem Fast SYBR Green Master Mix der Firma Applied Biosystems wurde je
0,25 yM fwd und rev Primer sowie 1 pl der jeweiligen cDNA zugefligt. Die Sequenzen der
verwendeten Primer sind Tabelle 2-1 zu entnehmen. Das Reaktionsvolumen wurde mit

nukleasefreiem Wasser auf 10 ul eingestellt.
Fur die Analyse wurde das nachfolgende Programm am Lightcycler 480 verwendet:

Initiale Denaturierung: 10 min bei 95 °C

Denaturierung: 10 s bei 95 °C
Annealing/ Elongation: 1 min bei 60 °C 40x
Schmelzkurve: kontinuierliches Erhitzen auf 95 °C (0,11 °C/s)

Der ausgegebene Messwert, der sogenannte cycle threshold (Ct-) Wert, entspricht grafisch
betrachtet dem Schnittpunkt der Amplifikationskurve und der Schwellenwertlinie (Threshold). Das
Herabstufen der Zelllinien auf die biologische Sicherheitsstufe 1 erfolgte anhand des Ct-Wertes

abhangig von der mitgefihrten Positivkontrolle.
Validierung der Knockout-Zelllinien

Im Anschluss erfolgte die Validierung von A549CD13+TMPRSS2+_Knockout-Zelllinien mittels Sanger-
Sequenzierung und Western-Blot-Analyse. Die Vorgehensweise fir die Validierung auf
Proteinebene ist Kapitel 3.5.1- 3.5.4 zu entnehmen. Genomische DNA wurde mittels Genomic DNA
from tissue Kit der Firma Macherey-Nagel unter Herstellerangaben isoliert. Nach einer PCR-
basierten Amplifikation der zu prifenden Sequenzbereiche, erfolgte die Sequenzierung durch die
Firma LGC.
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3.3 Arbeiten mit HCoV-229E

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Coronaviren sind HCoV-229E WT und verschiedene
MacD-Mutanten. Letztere dienten dazu, ein besseres Verstandnis fiir die Rolle der viralen

Makrodoméne wahrend der Infektion zu erhalten.

3.3.1  Virusvermehrung und Aufreinigung von Virus-Stocklosungen

Die HCoV-229E-MacD-Mutanten wurden mittels zielgerichteter Mutagenese und dem revers-
genetischen System nach Thiel et al. erzeugt und von Kollegen zur Verfugung gestellt [Thiel et al.,
2001, Thiel & Siddell, 2005]. Die Herstellung von Virus-Stocklésungen fir HCoV-229E WT und den
MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E N1305A,
HCoV-229E H1310A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E N1357S, HCoV-229E_N1357Q) erfolgte
auf 90 % konfluenten Huh-7-Zellen in 15-cm-Zellkulturplatten. Eine Stunde nach der Infektion wurde
das Zellkulturmedium (DMEM mit 10 % FBS und 1 % Pen/Strep) erneuert und fir weitere 2- 3 Tage
bei 33 °C inkubiert. Der Uberstand wurde anschlieBend fiir 10 min bei 4.500 xg bei 4 °C
zentrifugiert, um Zelldebris zu entfernen. In einem fir die Ultrazentrifugation geeigneten
Reaktionsgefal® wurde ein 30 %iges Saccharosekissen (Saccharose geldst in TNE-Puffer)
vorgelegt. Der Virusuberstand wurde auf dieses geschichtet und fur mindestens 2 h bei 112.500 x g
und 4 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und die Viruspartikel
auf Eis in Medium aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Fir die Bestimmung der Virustiter wurden

Plaque-Assays bzw. TCIDso (tissue culture infectious dose 50 %)-Assays durchgefihrt.

3.3.2 \Virustiterbestimmung

Abhangig von der im Anschluss zu infizierenden Zelllinie wurde der Virustiter mittels TCIDso- oder
Plaque-Assay ermittelt. FUr Huh-7- und A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen wurde der Virustiter mittels
Plague-Assay bestimmt. TCIDso-Assays wurden fir fibroblasten- bzw. makrophagenahnliche Zellen

verwendet.
TCIDso-Assay

Fur die Virustiterbestimmung direkt nach der Virusaufreinigung kann ein TCIDso-Assay durchgefihrt
werden. Daflr wurden MRC-5-Zellen in einer 96-well-Platte ausgesat und bei 37 °C inkubiert. Bei
ca. 90-95 %iger Konfluenz wurden die Zellen mit einer logarithmischen Virusverdinnungsreihe
(102-10°) mit je 100 pl pro well infiziert. Nach 7 Tagen bei 33 °C wurden die Zellen mittels
Lichtmikroskopie auf zytopathische Effekte (CPE) analysiert. Der Virustiter wurde im Anschluss
nach der Methode von Reed und Muench ermittelt [Reed & Muench, 1938] und in TCIDso/ml
angegeben. Die berechneten Virustiter dienten der Infektion von MRC-5- und differenzierten THP-1-

Zellen mit einer definierten MOI.
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Plaque-Assay

Eine weitere Methode, um Virustiter zu bestimmen, ist der Plaque-Assay. Huh-7-Zellen wurden in
24-well-Platten ausgesat und bei 37 °C kultiviert. Ein konfluenter Zellrasen wurde mit einer
logarithmischen Verdiinnungsreihe (10-'-10°) infiziert. Nach einstiindiger Inkubation bei 33 °C
wurde der Uberstand verworfen und der Zellrasen mit 500 pl Avicell™- Minimal Essential Medium
(MEM-) Gemisch pro well Giberschichtet. Nach 3 Tagen Inkubation bei 33 °C wurde der Overlay-
Uberstand entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Das Anfarben der Zellen erfolgte
mit Kristallviolett. Die Virustiter wurden anhand der ausgezahlten Plaques berechnet und als PFU/mI

(engl. plaque forming units, infektiése Einheiten pro ml) angegeben.
3.3.3 HCoV-229E-Infektion

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Infektion in Abhangigkeit von einer Vorbehandlung mit IFN
bzw. einem PARP7-Inhibitor (RBN-2397, Atamparib). Dafiir wurde ein 90 % konfluenter Zellrasen
fir 16 h mit 100 U IFN-B pro ml Kulturmedium oder 7,8 nM Atamparib fiir 24 h bei 37 °C behandelt.
MRC-5-Zellen wurden zusatzlich mit 100 U IFN-a bzw. A pro ml behandelt. Die Infektion erfolgte fiir
1 h mit HCoV-229E WT oder einer der MacD-Mutanten mit einer MOI von 0,1 (falls nicht anders
angegeben) bei 33 °C. Im Anschluss erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren 7 bis 95 h wurde
der Virustiter aus dem Uberstand bestimmt und die Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS fiir

weitere Analysen verwendet.

3.4 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Methoden werden in den nachfolgenden

Unterkapiteln erklart.

3.41 DNA-Isolation

Fir die Validierung der erzeugten Knockout-Zelllinien wurden Sequenzbereiche nahe der sgRNA-
Erkennungsposition mittels Sanger-Sequenzierung uberpruft. Dafir wurde genomische DNA aus
1 x 107 Zellen mittels NucleoSpin Tissue genomic DNA from tissue Kit der Firma Macherey-Nagel

unter Herstellerangaben isoliert.
3.4.2 Sanger-Sequenzierung

Die detailliertere Uberpriifung der Klonierung erfolgte mittels Sequenzierung. Fur die Analyse bei
der Firma LGC wurden je 100 ng/ul Plasmid bzw. 10-40 ng/ul PCR-Fragment in einem
Gesamtansatz von 10 yl mit 5 yM Sequenzierprimer bendtigt. Alle verwendeten Primer sind
Tabelle 2-1 zu entnehmen. Die Auswertung der Ubermittelten Sequenzierergebnisse erfolgt mittels
SegMan Pro 17 Software (DNASTAR Lasergene 17).
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3.4.3 RNA-Isolation und DNase-RQI-Behandlung

Die RNA-Isolation fir Next-Generation-Sequencing (NGS)-Analysen erfolgte mit Hilfe des RNeasy-
Mini-Kits der Firma Qiagen mit einem On-column-DNase-Verdau (RNase-free DNase Set) unter
Herstellerangaben. Die Elution erfolgte in 30 pl nukleasefreiem Wasser. Die Konzentration wurde
photometrisch ermittelt und die Qualitat der isolierten RNA zusatzlich mittels Tapestation 4150
quantifiziert. In Kooperation mit Dr. Jochen Wilhelm und Prof. Dr. Marek Bartkuhn erfolgte die

Genexpressionsanalyse der RNA-Proben.

Fur die Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR wurde RNA mittels Trizol isoliert. Die Zellen
wurden einmal mit PBS gespult und im Anschluss mit 1 ml Trizol pro 10 cm? Uberschichtet. Nach
5 min bei RT wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefall Gberfiihrt und nach Zugabe von 200 pl
Chloroform pro ml Trizol kraftig invertiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugieren fir
15 min bei 12.000 x g bei 4 °C. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefaly
Uberfihrt und mit 500 ul Isopropanol pro ml Trizol vermengt. Nach erneuter Zentrifugation fir 10 min
bei 12.000 x g bei 4 °C wurde das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol pro ml Trizol gewaschen. Zum
vollstandigen Entfernen des Uberstandes wurde erneut fiir 5 min bei 7.500 x g bei 4 °C zentrifugiert
und das Pellet bei RT getrocknet. Im Anschluss wurde die RNA in 20 pl nukleasefreiem H20 geldst.
In einem 10 pl Gesamtreaktionsansatz, bestehend aus 8 ul geloster RNA und je 1 yl DNase RQl
und dem zugehoérigem 10X Reaktionspuffer, wurde DNA fiir 30 min bei 37 °C degradiert. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 1 pl der zugehdrigen Stopp-Lésung und
anschlielender Inkubation fir 10 min bei 65 °C. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch

ermittelt.

3.4.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR diente der Amplifikation von Genabschnitten und der zielgerichteten Mutagenese. Fur die
Vervielfaltigung eines Sequenzbereichs der DNA-Matrize wurden spezifische Primer in sense (fwd)

und antisense (rev)-Richtung (Tabelle 2-1) verwendet.

Um die Fehlerrate bei Klonierungen zu minimieren, wurde die Polymerase Phusion High Fidelity
entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt. Im Thermocycler wurde das nachfolgende

Programm verwendet:

Initiale Denaturierung: 5 min bei 98 °C

Denaturierung: 45 s bei 98 °C

Annealing: 45 s bei 55 °C 35x
Elongation: 30 s/kb bei 72 °C

Finale Elongation: 10 min bei 72 °C
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DNA-Amplifikationen, die nicht der Klonierung dienten, wurden mit der DreamTag-Polymerase nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Das verwendete Programm im Thermocycler bestand aus den

folgenden Schritten:

Initiale Denaturierung: 5 min bei 95 °C

Denaturierung: 45 s bei 95 °C

Annealing: 45 s bei 55 °C 35x
Elongation: 30 s/kb bei 72 °C

Finale Elongation: 10 min bei 72 °C

Alle generierten PCR-Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese vor ihrer weiteren
Verwendung analysiert und ggf. aufgereinigt (NEB-DNA-Gel-Extraction-Kit) bzw. aufkonzentriert
(innuPREP-PCRpure-Kit).

3.4.5 Quantitative PCR zur Bestimmung der mRNA-Expression

Zur Bestimmung der zelluldaren mRNA-Expression der 17 humanen PARPs, IRF3, IRF7, TBK1
sowie des als Kontrolle mitgefihrten Housekeeping-Gens Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurden zunachst die Primereffizienzen ermittelt. Das verwendete

Temperaturprofil am LightCycler 480 wurde vorab mittels Gradienten-PCR optimiert.

Reverse Transkription: 10 min bei 55 °C (4,4 °C/s)
Initiale Denaturierung: 1 min bei 98 °C (4,4 °C/s)

Denaturierung: 10 s bei 98 °C (4,4 °C/s)

Annealing: 10 s bei 61 °C (2,2 °C/s) 40x
Elongation: 30 s bei 72 °C (4,4 °C/s)

Schmelzkurve: kontinuierliches Erhitzen auf 95 °C (0,11 °C/s)

Der Reaktionsansatz beinhaltete 1X Luna Warm Start RT Enzyme-Mix, 1X Luna Universal One-
Step Reaction-Mix und je 0,25 uyM fwd und rev Primer. Die Primersequenzen kénnen Tabelle 2-1

entnommen werden.

Die aus MRC-5-Zellen isolierte RNA wurde fir die Bestimmung der Primereffizienzen

1
2 (n+1)

(mitn =1, 2, ... 6) verdunnt und der Ct-Wert in Triplikaten in 96-well-Platten bestimmt. Die

Verdinnung deckte dabei einen Bereich von 90-550 ng/ul ab. Zur Berechnung der spezifischen
Primereffizienz diente die Abweichung (R?+1) einer linearen Trendkurve. Die Primereffizienzen sind
dem Anhang in Tabelle 7-1 zu entnehmen. Die Proben wurden zuséatzlich mittels Agarose-

Gelelektrophorese analysiert (Kapitel 3.4.6).

Fur die Probenmessung wurden als Template 200 ng RNA, verdiinnt in nukleasefreiem Wasser,
eingesetzt. Unter Verwendung von RStudio wurden die in technischen Duplikaten (n = 3)
bestimmten Ct-Werte mittels AACt-Methode nach Pfaffl [Pfaffl, 2001] berechnet. Die nachfolgende
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Gleichung diente der Berechnung, wobei als Ct-Werte die Mittelwerte von mindestens drei

Messungen sowie die in Tabelle 7-1 gelisteten Primereffizienzen verwendet wurden:

Primereffizienz GAPDH ¢t-Wert GAPDH Probe
Primereffizienz PARP ¢t-Wert PARP Probe
Primereffizienz GAPDH Ct—Wert GAPDH Kontrolle
Primereffizienz PARP Ct—Wert PARP Kontrolle

AACt =

Ausrei’er der voneinander unabhdngig berechneten AACt-Werte wurden mittels dem
Interquartilsabstand (engl. interquartile range, 1QR) identifiziert und dem Datensatz entnommen.
Diese Methode basiert dabei auf der Berechnung des arithmetischen Mittelwerts (Median), sowie
dem 25. und 75. Perzentil. Der Interquartilsabstand umfasst dabei die Differenz zwischen dem
3. Quartil (75. Perzentil) und dem 1. Quartil (25. Perzentil). Als AusreiRer wurden Messungen

klassifiziert, die eine Abweichung um > oder < 1,5 x IQR aufwiesen.

IQR
Q1 Q3
Q1 Q3
-1,5xIQR +1,5xIQR
| |
30 -20 -1o 10 20 3o

Abbildung 3-1: Identifizierung von AusreiBern anhand des

Interquartilsabstandes (IQR)
Um signifikante Unterschiede der mRNA-Expression in Abhangigkeit verschiedener Faktoren, wie
Infektion oder IFN-B-Behandlung, in mehreren Gruppen zu identifizieren, wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (engl. Two-way ANOVA) verwendet. Diese Analyse setzt eine Normalverteilung und
Homogenitat der Einzeldatensatze der Gene voraus [Wollschlager, 2012, Eichner, 2020]. Um dies
gewahrleisten zu koénnen, wurde eine Logio-Datentransformation durchgefthrt. Mit Hilfe von
RStudio erfolgte im Anschluss die zweifaktorielle ANOVA, welche um eine Post-hoc-Analyse mit
Tukey’s-Honestly-Significant-Difference-Test erweitert wurde, um Aussagen Uber Unterschiede
zwischen HCoV-229E WT und MacD-Mutanten treffen zu kénnen. Die graphische Darstellung
erfolgte abschliefend mit GrapPad Prism 9. Der in R verwendete Programmierungscode fur die

Analyse der PARPs ist im Anhang beigefligt.
3.4.6 Gelelektrophorese

Die Auftrennung mittels Gelelektrophorese erfolgt je nach Probentyp mit einer unterschiedlichen

Gelzusammensetzung.
Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung der DNA-Produkte wurde ein Agarosegel im elektrischen Feld verwendet.
0,8 bzw. 1 % [w/v] Agarose wurde in TAE-Puffer durch Erhitzen gelést. Die abgekuhlte Flissigkeit
wurde mit Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) versetzt. Vor dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese
mit 6X Ladepuffer vermengt. In TAE-Puffer erfolgte die Auftrennung bei konstant 120 V.
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AnschlieRend erfolgte die Detektion mittels UV-Strahlung. Als GroRenstandard wurde eine 1 kb
DNA Ladder bzw. Low Range DNA Ladder verwendet.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zusatzlich wurden Proben, die der Bestimmung der Primereffizienz dienten, auf einem SDS-PAA-

Gel aufgetragen. Die Zusammensetzung kann Tabelle 3-1 entnommen werden.

Tabelle 3-1: Ansatz Polyacrylamid-Gel fiir RT-qPCR/ Gradienten-PCR-Proben

Komponenten Volumen
H20 5,85 ml
Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung: 6 mi
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1), Roth

5X TBE 3ml

10 % Ammoniumpersulfat (APS) in H20 100 pl
TEMED 10 pl

Die Proben wurden bei 20 mA aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer verwendet. Das Gel

wurde fur die UV-basierte Auswertung 15 min mit Ethidiumbromid (0,8 ng/ml in H20) gefarbt.
3.5 Biochemische Methoden

Fur den Nachweis auf Proteinebene wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Des Weiteren

wurden infizierte Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenzanalyse untersucht.

3.5.1 Gesamtproteinisolation aus Zellen

Die Probennahme fiir die Gesamtproteinisolation erfolgte aus 6-well-Platten bzw. 10-cm-
Zellkulturschalen. Daftr wurde der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen, gelést und in
Reaktionsgefalte Uberfihrt. Die Zellen wurden fir 3 min bei 500 x g zentrifugiert und trocken
bei -80 °C eingefroren. Der Zellaufschluss erfolgte unter Verwendung von 80-150 pl Spezial-
Lysepuffer (abhéngig von der Zellpelletgréfe). Nach vollstandiger Resuspension der Zellen wurden
die Proben 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde der Zelldebris fur 15 min bei 11.650 x g

bei 4 °C pelletiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.
3.5.2 Quantitative Proteinanalyse mittels Bradford-Assay

Die Ermittlung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte in Duplikaten im 96-well-Format. Je 100 ul
einer 1:300 Proben-Verdiinnung in PBS wurden pro well vorgelegt. Als Standard wurde
Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin, BSA) verwendet. Jeweils 100 pyl der BSA-
Standardreihe (0-35 pg/ml) wurden aufgetragen. Nach Zugabe von weiteren 100 pl 40 % Bradford-
Reagenz erfolgte die photometrische Messung bei 595 nm. Pro Probe wurden je 30-100 ug Protein

mit 4X ROTI-Load-Ladepuffer und Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25-30 pl eingestellt.
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3.5.3 Semi-quantitative Proteinanalyse mittels Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die isolierte Gesamtproteinmenge wurde auf einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch anhand des
Molekulargewichtes aufgetrennt. Verwendet wurde ein SDS-haltiges, diskontinuierliches Tris-
HClI/Tris-Glycin-Puffersystem nach Laemmli [Laemmli, 1970]. Vor dem Auftragen der Proben auf
das Polyacrylamidgel wurden diese 10 min bei 99 °C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte unter
konstanter Stromstarke von 90 mA in Laemmli-Laufpuffer. PageRuler™ Prestained Protein Ladder

wurde als GréRBenstandard mitgefihrt. Verwendet wurden 9 % Polyacrylamidgele (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Ansatz fiir 9 % SDS-PAA-Gele unterteilt in Trenn- und Sammeligel

Komponenten Trenngel Sammelgel
1 M Tris pH 8,8 10,35 ml -

1 M Tris pH 6,8 - 760 pl

H20 4,9 mi 2,81 ml
Acrylamid/Bisacrylamid- 8,1 ml 840 pl

Stammldsung:
Rotiphorese® Gel 30
(37,5:1), Roth

50 % Glycerol 2,45 ml 450 pl
2 % Natriumdodecylsulfat 1,35 mi 250 pl
in H20

40 % Ammoniumpersulfat 41 yl 15 ul
in H20

TEMED 27 ul 10 pl

3.5.4 Semi-dry Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Die zuvor
mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden dabei auf eine in Methanol aktivierte PVDF-
Transfermembran Ubertragen. Fur den Transfer wurden vier Whatman™-3MMCHR-Papiere in
Transferpuffer getrankt. AnschlieRend wurde wie folgt geschichtet: 2 Lagen Whatman ™-3MMCHR-
Papier, Transfermembran, Polyacrylamidgel, 2 Lagen Whatman™-3MMCHR-Papier. Nach dem
Verschlielen der vertikalen Blotapparatur erfolgte der Transfer nach dem Semi-dry-Verfahren

innerhalb 120 min bei konstanten 0,8 mA/cm? Auflageflache.

Der Proteinubertrag auf die Membran wurde durch Anfarben mit Ponceau S tberprift. Anschliel3end
wurde die Membran mit TBS-T gewaschen und in Blockierlésung 1 h bei RT inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Bindung des Primar-Antikorpers tber Nacht bei 4 °C. Die verwendeten Verdiinnungen
der Antikérper sind Tabelle 2-6 zu entnehmen. Am Folgetag wurde dreimal mit TBS-T gewaschen.
Die mit HRP konjugierten Sekundar-Antikérper wurden 1:2.000 in Blockierlésung verdinnt und die

Membran darin 1 h bei RT inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgte die Inkubation mit
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Immobilon UltraPlus Western HRP Substrate. Im Anschluss erfolgte die Detektion und Auswertung
mit Hilfe des Chemi-Doc-Touch-Imaging-Systems und der zugehorigen Software. Fir die Detektion
weiterer Proteine wurde die Membran mit Methanol reaktiviert, 1 h in Blockierldsung bei RT inkubiert

und die beschriebenen Schritte mit den entsprechenden Antikérpern wiederholt.

3.5.5 Indirekte Inmunfluoreszenz-Mikroskopie

Mit der indirekten Immunfluoreszenz-Farbung erfolgt der Nachweis virusspezifischer bzw. zellularer
Bestandteile. Die Zellen wurden dafir auf runden Deckglaschen in 24-well-Platten ausgesat. Im
Anschluss erfolgte die Vorbehandlung bzw. Infektion. Nach Abschluss der Versuchszeit wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 3,7 % [w/v] Formaldehyd, 0,1 % [v/v] Triton X-100 Utber
Nacht bei 4 °C Uberschichtet. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit dem jeweiligen Primar-Antikérper (Tabelle 2-6) inkubiert. Am
Folgetag wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe der Sekundar-
Antikorper und dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI wurden die Zellen 2 h bei RT im Dunklen inkubiert.
Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte jeweils in 3 % BSA in PBS. Nach erneutem Waschen mit
PBS wurden die Deckglaschen auf einem Objekttrager mittels ProLong Gold Antifade Mountant
fixiert. FUr die Auswertung wurden die Zellen am Mikroskop BZ-X810 analysiert.

3.5.6 IFN-B-Bestimmung mittels ELISA

Die Detektion von in den Zelliberstand freigesetztem IFN-B erfolgte mit dem ELISA-DuoSet fir
humanes IFN-B entsprechend den Herstellerangaben. 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) wurde
in DMSO [1 mg/ml] geldst und 1:10 in Phosphat-Citrat-Puffer verdiinnt. Dies wurde nach Zugabe
von 1,7 pl 35 % Wasserstoffperoxid als Substratldsung eingesetzt. Als Probenmaterial wurde

Zellkulturiberstand 48 hpi verwendet.

3.5.7 Zellviabilitatstest fiir PARP7-Inhibitor

Fur die Bestimmung einer nicht toxischen Konzentration des verwendeten PARP7-Inhibitors
(RBN-2397) wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Daflir wurden MRC-5-, A549CD13+/TMPRSS2+_ [z,
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen mit PARP7-KD in 96-well-Platten ausgesat. Bei einer Konfluenz des
Zellrasens von 80-90 % erfolgte die Zugabe von RBN-2397 in Konzentrationen zwischen
0-1000 nM. Die Zellen wurden bei 37 °C fur weitere 24 h inkubiert. Anschlielend wurde das Medium
entfernt und durch 100 ul MTT-L&sung [5 mg/ml] ersetzt. Nach einer Inkubation fir 4 h bei 37 °C
wurde die Ldsung abgenommen, und die Platten wurden getrocknet. Im Anschluss wurden 50 pl
Isopropanol pro well hinzugefiigt und 15 min bei RT in Bewegung inkubiert. Die Detektion erfolgte
durch die Bestimmung der Absorption bei 570 nm. Fiur die Kalkulation wurde die

Referenzwellenlange (690 nm) verwendet.

45



Ergebnisse

4. Ergebnisse

Verschiedene humane Zelltypen wurden hinsichtlich ihres Verhaltens wahrend einer Infektion mit
HCoV-229E WT und MacD-Mutanten insbesondere in Hinblick auf eine Regulation der
Genexpression gegentibergestellt. Das Ziel dieser Untersuchung war es, ein geeignetes Zellsystem
fur die Charakterisierung der viralen Makrodomane zu identifizieren. Im weiteren Verlauf wurde die
Expression zellularer PARPSs, insbesondere PARP7 und eine Auswahl zugehoériger Signalwege im

Zusammenhang mit der Immunantwort naher betrachtet.

4.1 Wachstumsanalyse von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in
Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung

Zu Beginn wurde die Wachstumskinetik von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in verschiedenen
Zelltypen erfasst. Diese ist nachfolgend exemplarisch fiir MRC-5-, A549CD13+/TMPRSS2+. nd
differenzierte THP-1-Zellen aufgefihrt. Die Aminosauresequenzen der MacD-Mutanten wurden
mittels Sanger-Sequenzierung im Vorfeld Gberprift und die (Punkt-) Mutationen bestétigt (Anhang
Abbildung 7-2). Fir einige dieser MacD-Mutanten konnte biochemisch eine verringerte De-ADP-
Ribosylierungsaktivitat [Hartmann, 2023], sowie eine verringerte Virusreplikation [Kuri et al., 2011,

Grunewald et al., 2019] gezeigt werden.
4.1.1 Replikationseffizienz von HCoV-229E in MRC-5-Zellen

MRC-5-Zellen sind primare Zellen, welche aus dem Lungengewebe eines mannlichen Fétus
stammen. Sie weisen eine fibroblastendhnliche Morphologie auf und ermoglichen eine effiziente
Virusreplikation. Andere Studien konnten zeigen, dass durch die Zugabe von Typ | oder Typ Il IFN
MRC-5-Zellen in einen antiviralen Status versetzt werden und die Replikation von HCoV-229E
verringern wird [Duncan et al., 2023]. Darauf basierend wurden MRC-5-Zellen mit je 100 U IFN-02,
B1 bzw. A1 fur 16 h inkubiert und im Anschluss mit HCoV-229E infiziert (MOI 0,1, 33 °C). Die
Virustiter wurden 24 und 48 hpi analysiert (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Virustiter von HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen in Abhéngigkeit
von einer vorherigen Behandlung mit IFN-a2, 31 oder A1 24 und 48 hpi. Die Virustiter
[PFU/mI] wurden fir unbehandelte (grau), IFN-a2-behandelte (orange), IFN-B1-behandelte
(blau) oder IFN-A1-behandelte (grin) HCoV-229E-infizierte (MOI 0,1, 33 °C) MRC-5-Zellen
abgebildet. Eine Vorbehandlung wurde fiir 16 h bei 37 °C durchgefiihrt. Die Titration
erfolgte mittels Plaque-Assay auf Huh-7-Zellen. Dargestellt sind mindestens drei
unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM). Statistische Signifikanzen wurden
mittels t-Test erfasst (***p < 0,0005).
In MRC-5-Zellen, welche mit IFN-B1 vorbehandelt wurden, konnte eine signifikant verringerte
Virusmenge 24 sowie 48 hpi nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit IFN-a2 bzw. IFN-A1
konnte keine signifikante Anderung der Virustiter im Vergleich mit unbehandelten Zellen detektiert
werden. Zwischen den beiden Messzeitpunkten konnte in allen Proben ein Anstieg des Virustiters
von ein bis zwei log-Stufen mit fortschreitender Zeit nachgewiesen werden. Fir nachfolgende

Versuche wurde ausschlielich IFN-B1 verwendet.

Zusatzlich erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung (Kapitel 3.5.5), um die Menge und die Verteilung
infizierter Zellen zu analysieren. MRC-5-Zellen wurden in Abhangigkeit von IFN-B mit HCoV-229E
infiziert, fixiert, permeabilisiert und nach einer Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
ausgewertet. In Abbildung 4-2 wurden Zellkerne mittels DAPI (blau) und Zellen, die das virale N-

Protein aufwiesen, rot angefarbt.
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A1

Abbildung 4-2: Immunfluoreszenzanalyse von MRC-5-Zellen, die mit HCoV-229E
infiziert (A1, A2) bzw. fiir 16 h IFN-B-behandelt und infiziert (B1, B2) wurden. Die Zellen
wurden mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert, 48 hpi fixiert und permeabilisiert.
Unbehandelte (A3) und IFN-B-behandelte (B3) nicht infizierte Kontrollen wurden analog
mitgefihrt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). Infizierte Zellen wurden mit
einem  HCoV-229E-N-Protein-spezifischen  Primarantikbrper nachgewiesen. Als
Sekundarantikdrper wurde ein AlexaFluor 594 F(ab")2 Fragment goat-a-mouse- IgG (rot)
verwendet.

Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte eine Infektion des MRC-5-Zellrasens mit HCoV-229E. Zellen,

die mit IFN-B vorbehandelt wurden, wiesen ein verringertes und lokal begrenztes Signal fir
HCoV-229E-N-Protein-positive Zellen auf.

Um mogliche IFN-B-induzierte Unterschiede wahrend der Infektion zu bestimmen, wurde die
Replikation mittels Plaque-Assay (Kapitel 3.3.2) in einem Zeitraum von 8-96 hpi fir HCoV-229E
(Abbildung 4-3A) und ausgewahlte MacD-Mutanten (HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357Q)
analysiert (Anhang Abbildung 7-3). Dargestellt ist der Verlauf der Infektion mit HCoV-229E und die
Virustiter von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten 48 hpi (Abbildung 4-3B).
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Abbildung 4-3: Replikation von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in MRC-5-Zellen
abhangig von einer Vorbehandlung mit IFN-B. MRC-5-Zellen wurden infiziert (grau)
bzw. mit IFN-B vorbehandelt und infiziert (blau). Die Infektion erfolgte mit HCoV-229E
(A) oder HCoV-229E-MacD-Mutanten (B) jeweils mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die
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Virustiterbestimmung [PFU/ml] erfolgte mit Hilfe von Plaque-Assays in Huh-7-Zellen tGber
einen Zeitraum von 8 bis 96 hpi (A) oder 48 hpi (B). Aufgetragen sind die Mittelwerte von
drei (A) bzw. vier (B) unabhangigen Versuchsansatzen (Mittelwert + SEM). Die statistische
Signifikanz wurde mittels t-Test bestimmt (*p <0,05, **p<0,005 ***p<0,0005).
Aufgetragen sind die Vergleiche unbehandelter und IFN-B-behandelter Proben nach
Infektion mit dem jeweiligen Virus, sowie die Vergleiche der einzelnen HCoV-229E-MacD-
Mutanten zu HCoV-229E.
Die Infektion mit HCoV-229E zeigte einen Anstieg des Virustiters zwischen 8 bis 48 hpi. Ohne
IFN-B-Behandlung erfolgte anschlieRend ein Riickgang. Bei einer Behandlung vor der Infektion
wurde eine Zunahme des Virustiters von 8 bis 96 hpi detektiert. Die Virusmenge war im Vergleich
mit der unbehandelten Probe reduziert, wobei ein signifikanter Unterschied 48 und 60 hpi erkennbar
war. Ein signifikant verringerter Virustiter nach IFN-3-Behandlung konnte in allen getesteten MacD-
Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_H1310A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S)
48 hpi verzeichnet werden. Der Vergleich der MacD-Mutanten mit HCoV-229E zeigte signifikant

verringerte Virustiter, mit Ausnahme von unbehandelten HCoV-229E_N1302A-infizierten Zellen.

4.1.2 Replikationseffizienz von HCoV-229E in A549CD13+TMPRSS2+_7g||en

Fir einen Vergleich verschiedener Zelltypen, die urspringlich aus dem Lungengewebe stammen,
wurden A549-Zellen verwendet. Andere Studien zeigen, dass die Replikation von HCoV-229E in
A549-Zellen nicht effizient ist [Poppe et al., 2017, Cheng et al., 2021]. Daher wurde die Infektiositat
von Ab549-Zellen und A549-Zellen, welche zusatzlich die Oberflachenmolekile CD13 und
TMPRSS2 aufweisen, verglichen. Mit HCoV-229E (MOI 0,1) infizierte A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len
wiesen 48 hpi Virustiter von bis zu 108 PFU/mI auf, wahrend fir A549-Zellen keine PFU mittels
Plague-Assay ermittelt werden konnten. Zusatzlich konnte mikroskopisch keine HCoV-229E-
Infektion von A549-Zellen nachgewiesen werden (Anhang Abbildung 7-4). Basierend auf diesen
Daten wurden fur anschlieRende Infektionsexperimente A549-Zellen verwendet, die CD13 und
TMPRSS2 exprimieren und damit eine Infektion mit HCoV-229E ermdglichen [Lie ef al., 2023].

In Abbildung 4-4 sind die Virustiter in Abhangigkeit von IFN-( fur die Infektion mit HCoV-229E WT
und MacD-Mutanten dargestellt. In unbehandelten Proben wurden 48 hpi Virustiter von 106 PFU/ml
detektiert. Eine zusatzliche IFN-B-Behandlung HCoV-229E-infizierter A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen

resultierte in geringeren Virustitern von 10* PFU/m.
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Abbildung 4-4: Replikation von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in
A549CD13+/TMPRSS2+_Zellen abhéngig von einer vorherigen Behandlung mit IFN-B.
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen wurden infiziert (grau) bzw. mit IFN-B vorbehandelt und infiziert
(blau). Eine Vorbehandlung wurde 16 h bei 37 °C durchgeflihrt. Die Infektion erfolgte mit
HCoV-229E WT und MacD-Mutanten jeweils mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Der Virustiter
[PFU/mI] wurde mit Hilfe von Plaque-Assays in Huh-7-Zellen 48 hpi ermittelt. Aufgetragen
sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Versuchsansatzen
(Mittelwert + SEM). Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test bestimmt (*p < 0,05,
**p < 0,005).
Fir ausgewahlte HCoV-229E-MacD-Mutanten wurden die Virustiter 48 hpi ermittelt. Stellvertretend
wurde neben der Deletionsmutante (HCoV-229E_AMacD), eine MacD-Mutante des aktiven
Zentrums (HCoV-229E_N1305A) und Mutanten an Position N1357 (HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S) verwendet, deren Bedeutung zuvor in MHV
untersucht wurde [Grunewald et al., 2019]. Mit Ausnahme von HCoV-229E_N1357S zeigten alle
Mutanten in unbehandelten und vorbehandelten Proben HCoV-229E-ahnliche Virustiter. Eine
signifikante Verringerung in IFN-B-behandelten Proben konnte, wie auch in MRC-5-Zellen
(Kapitel 4.1.1), fur HCoV-229E-, HCoV-229E_AMacD-, @ HCoV-229E_N1305A- und
HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen detektiert werden. Proben, welche mit HCoV-229E_N1357S
infiziert und nicht vorbehandelt wurden, wiesen einen niedrigeren Virustiter verglichen mit allen
anderen verwendeten Viren auf (Abbildung 4-4B). Die Zugabe von IFN-B vor der Infektion mit
HCoV-229E_N1357H oder HCoV-229E_N1357S fuhrte zu keiner signifikanten Verringerung der

Virustiter.

Der Einfluss der IFN-B-Vorbehandlung auf die Ausbreitung der HCoV-229E-Infektion wurde parallel
dazu mikroskopisch analysiert. A549CD13+/TMPRSS2+.7g|len wurden mit IFN-B inkubiert und/oder mit
einer MOI von 0,1 infiziert. 48 hpi wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und auf HCoV-229E-
N-Protein-positive Zellen Uberprift (Abbildung 4-5).
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A1

Abbildung 4-5: Immunfluoreszenzanalyse von A549CP13+/TMPRSS2+ Zallen, die mit
HCoV-229E infiziert (A1, A2) oder IFN-B-behandelt und infiziert (B1, B2) wurden. Die
Vorbehandlung mit IFN- erfolgte fir 16 h bei 37 °C. Anschlielend wurden die Zellen mit
einer MOI von 0,1 bei 33°C infiziert, nach 48 hpi fixiert und permeabilisiert. Unbehandelte
(A3) und IFN-B-behandelte (B3) nicht infizierte Kontrollen wurden analog mitgefiihrt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). Infizierte Zellen wurden mit einem

HCoV-229E-N-Protein-spezifischen Primarantikérper nachgewiesen. Als
Sekundarantikorper wurde ein AlexaFluor 594 F(ab’)2 Fragment goat-a-mouse- 1gG (rot)
verwendet.

In unbehandelten Zellen konnten uber den gesamten Zellrassen verteilt gegen das virale N-Protein
angefarbte Zellen (Abbildung 4-5A1, Abbildung 4-5A2) detektiert werden. Analog zu den
Beobachtungen in MRC-5-Zellen konnten nach einer Vorbehandlung mit IFN-B (Abbildung 4-5B1,
Abbildung 4-5B2) wenige vereinzelte positiv gegen das N-Protein angefarbte Zellen allerdings mit

mehreren Zellkernen erfasst werden.

4.1.3 Replikationseffizienz von HCoV-229E in makrophagenahnlichen Zellen

Makrophagen spielen eine Rolle in der adaptiven Immunantwort und werden durch die Detektion
von Pathogenen aktiviert. AnschlieRend tragen sie unter anderem durch die Freisetzung von
Zytokinen oder Phagozytose zur Immunantwort bei. Die humane Monozyten-Zelllinie THP-1
zeichnet sich durch die Fahigkeit der Differenzierung zu makrophagenahnlichen Zellen aus. Die
Differenzierung der THP-1-Zellen kann durch verschiedene Substanzen ausgeldst werden. Fir die
vorliegende Arbeit wurde die Differenzierung durch die Zugabe von 50 nM PMA fir 24 h bei 37 °C
induziert (THP1(MO)-Zellen). Die finale Polarisierung zu THP1(M1)-Zellen und THP1(M2)-Zellen
erfolgte durch die anschlieRende Zugabe von je 10 ng/ml IFN-y und LPS bzw. je 20 ng/ml IL-4 und
IL-13. Die detaillierte Vorgehensweise kann Kapitel 3.1.2 enthommen werden. Der Phanotyp der
drei Zelltypen wurde mikroskopisch in Abbildung 4-6 mittels Phasenkontrast und Farbung nach
Pappenheim (Kapitel 3.1.2) dargestellt. Zusatzlich sind in Abbildung 4-6C0O bis Abbildung 4-6C2
HCoV-229E-infizierte differenzierte Zellen abgebildet, welche mit einem HCoV-229E-N-Protein-

spezifischem Antikdrper angefarbt wurden.
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Abbildung 4-6: Mikroskopische Aufnahmen differenzierter makrophagenéahnlicher
Zellen im Phasenkontrast (A), nach Pappenheim-Farbung (B) und 48 hpi mit
HCoV-229E (C). Monozytare Suspensionszellen wurden in adharente THP1(MO0)-Zellen
(A0, BO, C0), THP1(M1)-Zellen (A1, B1, C1) und THP1(M2)-Zellen (A2, B2, C2)
differenziert. Die differenzierten Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert (C),
nach 48 hpi fixiert und permeabilisiert. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).
Infizierte Zellen wurden mit einem HCoV-229E-N-Protein-spezifischen Primarantikorper
nachgewiesen. Als Sekundarantikdrper wurde ein AlexaFluor 594 F(ab’)2 Fragment goat-
a-mouse- 1gG (rot) verwendet.
Die THP-1-Suspensionszellen mit kugelférmiger Struktur wurden durch die Inkubation mit PMA zu
adharenten makrophagenahnlichen Zellen differenziert. Diese erschienen rund bis oval mit
vereinzelten Auslaufern (Abbildung 4-6A0, Abbildung 4-6B0). Nach Zugabe von IFN-y und LPS
wiesen THP1(M1)-Zellen (Abbildung 4-6A1, Abbildung 4-6B1) eine gestreckte Zellform auf. Langere
Auslaufer waren in THP1(M2)-Zellen (Abbildung 4-6A2, Abbildung 4-6B2) zu erkennen. Nach der
Infektion mit HCoV-229E konnten N-Protein-positive Zellen mikroskopisch detektiert werden
(Abbildung 4-6CO0 bis Abbildung 4-6C2). Die zugehdrigen Virustiter wurden mittels Plaque-Assay in
Huh-7-Zellen (Kapitel 3.3.2) ermittelt. Zusatzlich wurde die Replikation von HCoV-229E-MacD-

Mutanten 48 hpi erfasst und in Abbildung 4-7 dargestelit.
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Abbildung 4-7: Virustiter von mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten infizierten
differenzierten makrophagenahnlichen Zellen. Die Virustiter [PFU/mI] wurden 48 hpi
mittels Plaque-Assay in Huh-7-Zellen bestimmt. Die Infektion von THP1(MO0)-Zellen (blau),
THP1(M1)-Zellen (rot) und THP1(M2)-Zellen (schwarz) erfolgte mit HCoV-229E,
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H oder
HCoV-229E_N1357Q. Dargestellt sind vier unabhangige Versuchsansatze
(Mittelwert + SEM). Statistische Signifikanzen wurden mittels t-Test bestimmt (*p < 0,05).
Der Vergleich erfolgte innerhalb des jeweiligen Zellsubtyps nach Infektion mit HCoV-229E
und der MacD-Mutante bzw. zwischen den unterschiedlichen Zellsubtypen bei Infektion mit
dem gleichen Virus.
Die Virustiter waren in HCoV-229E-infizierten THP1(M1)- und THP1(M2)-Zellen signifikant geringer
als in THP1(MO0)-Zellen. In THP1(M1)-Zellen wurden die geringsten Virustiter detektiert. Dieses
Verhaltnis konnte auch in mit HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten Zellen beobachtet werden.
Die Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H und
HCoV-229E_N1357Q zeigten den hdchsten Virustiter in THP1(MO0)-Zellen und den niedrigsten
Virustiter in THP1(M1)-Zellen. Auffallig ist, dass die Virustiter von THP1(MO0)-Zellen bei allen MacD-
Mutanten im Vergleich mit HCoV-229E signifikant verringert sind, wahrend die Virustiter in
THP1(M1)-Zellen weniger als eine log-Stufe voneinander abweichen. In THP1(M2)-Zellen wurden
reduzierte Virustiter im Vergleich mit HCoV-229E, insbesondere fur HCoV-229E_AMacD und

HCoV-229E_N1357H nachgewiesen.

4.2 Transkriptomanalyse von humanen PARPs

Da die Rolle der viralen MacD im Zusammenhang mit der Immunantwort nicht eindeutig geklart ist,
wurde eine Genexpressionsanalyse durchgefihrt. Dabei wurde zunachst die Regulation der 17
humanen PARP-Gene, als Gegenspieler der De-ADP-Ribosylierung, analysiert. MRC-5- und
AB49CD13+TMPRSS2+_ 7 ellen wurden mit IFN- fiir 16 h bei 37 °C vor der Infektion mit HCoV-229E WT
bzw. MacD-Mutanten behandelt. Makrophagenahnliche Zellen wurden mit HCoV-229E infiziert. Die
Infektion erfolgte, wenn nicht anders gekennzeichnet, mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Das
Virusinokulum wurde 1 hpi durch frisches Vollmedium ersetzt. Nach weiteren 47 h erfolgte die RNA-
Isolation mittels Trizol fir RT-qPCR-Analysen bzw. unter Verwendung des RNeasy Kits der Firma
Qiagen fur die Next-Generation-Sequenzierung. Anhand der Transkriptomanalyse sollte ein
Uberblick tGber die Genregulation durch die IFN-B-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion

erlangt werden.
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4.2.1 Differentielle Genexpression in Abhangigkeit von HCoV-229E-Infektion
und/oder IFN-B-Vorbehandlung in MRC-5-Zellen

Ein bereits vorhandener Microarray-Datensatz, welcher in Kooperation mit Dr. Jochen Wilhelm
erzeugt wurde, wurde im Rahmen dieser Arbeit in einem ersten Schritt mit dem Fokus auf der
MRNA-Expression der 17 humanen PARPs neu analysiert. Die Ergebnisse der Analyse sind dem
Anhang zu entnehmen (Anhang Abbildung 7-5, Abbildung 7-6, Abbildung 7-7). In diesem Kapitel
soll der erzeugte NGS-Datensatz naher betrachtet werden, welcher in Zusammenarbeit mit Prof.
Dr. Marek Bartkuhn analysiert wurde. Im Anhang ist der verwendete R Code fiir die Analyse
hinterlegt. Ein Uberblick der Genregulation in MRC-5-Zellen ist in Abbildung 4-8 dargestellt.

Die in Abbildung 4-8A als Heatmap dargestellten 2697 Gene wurden in mindestens einer der
Proben differentiell exprimiert (-log10(p-Wert) = 1,3 und Log2FoldChange = 2 bzw. < -2). Eindeutig
zu erkennen ist, dass die Anzahl signifikant regulierter Gene in MRC-5-Zellen, sowohl abhangig von
der Virusmenge (MOI 0,1 oder 3,0) als auch von einer IFN-B-Vorbehandlung variiert. Die grofte
Ubereinstimmung konnte nach HCoV-229E-Infektion unbehandelter MRC-5-Zellen fiir die beiden
verwendeten MOls beobachtet werden. Ein &hnliches Expressionsprofil wurde ebenfalls fur Proben
nach der Infektion mit HCoV-229E_N1305A bei einer MOI von 3,0 erfasst. Bei einer Infektion mit
héherer MOI wurden =zusatzliche Gene differentiell reguliert. In HCoV-229E-infizierten
MRC-5-Zellen wurden rund 1000 weitere Gene nachgewiesen. Ein ahnliches Verhaltnis konnte
auch in HCoV-229E_N1305A-infizierten Proben beobachtet werden, obwohl die Gesamtanzahl
geringer als in HCoV-229E-infizierten Zellen war. Eine zusatzliche Vorbehandlung mit IFN- fiihrte
zu deutlich weniger differentiell regulierten Genen. Insbesondere bei einer Infektion mit
HCoV-229E_N1305A (MOI 0,1) wurden kaum Gene differentiell exprimiert. Diese Unterschiede fir
vermehrt exprimierte Gene wurden in Abbildung 4-8B und Abbildung 4-8C hervorgehoben.

Die Ubereinstimmung aller vermehrt exprimierten Gene wurde unabhangig (Abbildung 4-8B) bzw.
abhangig (Abbildung 4-8C) von einer IFN-3-Behandlung als Venn-Diagramme dargestellt. Auffallig
ist, dass 386 Gene in allen analysierten Proben unabhangig von dem verwendeten Virus bzw. der
MOI detektiert wurden. Eine veranderte Genexpression wurde in IFN-B-behandelten Proben
beobachtet. Dabei konnten sieben probenubergreifend vermehrt exprimierte Gene detektiert
werden. Dazu zdhlen C-X-C Motiv-Chemokin-Liganden (CXCL2, CXCL3, CXCL8), IL6, DDIT3
(engl. DNA-Damage-Inducible Transcript 3), HSPAG6 (engl. Heat Shock Protein Family Member 6)
und HERPUD1 (engl. Homocysteine Inducible ER Protein with Ubiquitin Like Domain 1). Wahrend
ausschlieBlich diese Gene in behandelten HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen bei einer MOl von
0,1 detektiert wurden, konnten bei einer MOI von 3,0 mehr als 400 weitere Gene nachgewiesen

werden.
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Abbildung 4-8: Genexpressionsanalyse von IFN-B-vorbehandelten und/oder
HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen. Die Zellen wurden 16 h mit IFN-B vorbehandelt
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und/oder anschliefend mit HCoV-229E (WT) oder HCoV-229E_N1305A mit einer MOI von
0,1 bzw. 3,0 bei 33 °C infiziert. Mittels Next-Generation-Sequenzierung wurde die
Genexpression 48 hpi analysiert. Als Heatmap (A) dargestellt wurden regulierte Gene
(-log10(p-Wert) 2 1,3 und Log2FoldChange = 2 bzw. <-2) in unbehandelten oder IFN-B-
vorbehandelten infizierten Zellen. Nicht signifikant regulierte Gene sind grau gekennzeichnet.
Jeweils ein Venn-Diagramm wurde fiir die Ubereinstimmung vermehrt exprimierter Gene
(-log10(p-Wert) 21,3 und Log2FoldChange =2) in den unbehandelten (B) oder
IFN-B-behandelten (C) infizierten Proben abgebildet.

Infektion mit HCoV-229E

Die detailliertere Analyse umfasste die 17 humanen PARPs. Die Ergebnisse sind als Vulkanplots
dargestellt. Die ausgewahlten Gene wurden bei signifikant differentieller Expression farblich
hervorgehoben. Eine verringerte Expression wurde in Blau dargestellt, wahrend vermehrt
exprimierte PARPs rot gekennzeichnet wurden. Die Vergleiche erfolgten in Abhangigkeit von einer
Vorbehandlung mit IFN-B gegeniber der nicht infizierten Kontrolle jeweils paarweise. Alle
Vulkanplots enthalten differentiell reguliete Gene unabhangig von den ermittelten
Log2FoldChange-Werten.

Die Auswertung des NGS-Datensatzes zeigte eine vermehrte Expression durch die Infektion mit
HCoV-229E bei einer MOI von 0,1 von 2554 signifikant hochregulierten Genen. Zu diesen zahlen
beispielsweise PARP7, PARP5a, PARP13S und PARPS8. Parallel dazu wurden 2093 signifikant
verringert exprimierte Gene, wie PARP3 in infizierten MRC-5-Zellen, detektiert (Abbildung 4-9A).
Durch die Vorbehandlung mit IFN-B ohne anschlie3ende Infektion wurden neun mRNAs verringert
und 25 mRNAs vermehrt detektiert. Allerdings konnte keine signifikante Regulation fur PARP-
mRNAs beobachtet werden (Abbildung 4-9B).

A HCoV-229E vs. mock B IFN-B vs. mock C IFN-B + HCoV-229E vs. IFN-B
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Abbildung 4-9: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-3-
Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E (MOI 0,1). Die RNA wurde 48 hpi
isoliert und analysiert. Eine Behandlung mit IFN-$ erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E verglichen mit nicht infizierten
(mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-B-Behandlung im Vergleich mit
unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-B-behandelter Zellen ohne bzw.
mit anschlieRender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Die Infektion vorbehandelter MRC-5-Zellen zeigte 1170 signifikant hochregulierte bzw. 54 signifikant
herunterregulierte Gene. Eine gesteigerte Expression wurde dabei fir PARP7, PARP13S, PARP9
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und PARP12 erfasst (Abbildung 4-9C). Die mRNA-Expression aller 17 humanen PARPs wurde
analog mittels RT-gPCR (Kapitel 3.4.5) ermittelt und in Abbildung 4-10 dargestellt. Die
Datenanalyse mit R umfasste die Berechnung der Expression anhand der ermittelten Ct-Werte, die
Identifizierung von Ausreil3ern mittels IQR und die Berechnung statistischer Signifikanzen mittels
zweifaktorieller ANOVA und Tukey post-hoc Test nach logarithmischer Datentransformation. Ein
Auszug aus dem dafir verwendeten Code ist im Anhang beigefligt. Der Einfluss der

Datentransformation ist im Anhang Abbildung 7-8 aufgezeigt.
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Abbildung 4-10: Analyse der Genexpression mittels RT-qPCR in MRC-5-Zellen in
Abhéngigkeit von einer IFN-B-Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E. Die
Behandlung mit IFN-f3 erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. 48 hpi wurde die
RNA isoliert und analysiert. Dargestellt sind nach Identifizierung von Ausreilern mittels
Interquartiirange mindestens drei unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM). Mittels
Tukey post-hoc Test wurden statistisch signifikante Unterschiede ermittelt (*p < 0,05,
**p < 0,005, ***p < 0,0005). Unterschiede in Bezug auf unbehandelte nicht infizierte (mock)
Proben wurden nicht dargestellt. Die Expression der PARPs in den Kontrollproben (mock) ist
durch eine Gerade gekennzeichnet.
Auffallig ist, dass die Expression einiger PARPs in IFN-B-vorbehandelten oder HCoV-229E-
infizierten Proben erhoht ist. Anhand dieser Analyse kbnnen PARPs in zwei Gruppen klassifiziert
werden — IFN-B-induzierte (PARP2, PARPY, PARP10, PARP14, PARP15) bzw. infektionsspezifisch
differentiell exprimierte PARPs (PARP5a, PARP5b, PARP6, PARP7, PARP8, PARP11, PARP12,
PARP13, PARP16). Fir PARP1, PARP3 und PARP4 konnten keine aussagekraftigen Regulationen
durch IFN-B oder HCoV-229E detektiert werden. Ein signifikanter Anstieg fir den Vergleich von
infizierten und IFN-B-behandelten infizierten MRC-5-Zellen wurde fur PARP5a, PARP5b, PARP6
und PARP7 detektiert. Dabei wurde PARP7 in infizierten MRC-5-Zellen am starksten differentiell

exprimiert.

Zusatzlich erfolgte die NGS-Analyse von MRC-5-Zellen, die mit einer MOI von 3,0 infiziert wurden.
Ziel war es, die Auswirkungen einer Infektion mit einer niedrigen bzw. héheren Virusmenge auf die
Genexpression zu vergleichen. Die Ergebnisse fir unbehandelte und IFN-B-vorbehandelte
HCoV-229E-infizierte MRC-5-Zellen sind Abbildung 4-11 zu entnehmen.
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Abbildung 4-11: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhidngigkeit von einer IFN-$-
Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion (MOI 3,0). Eine Behandlung mit IFN-B
erfolgte bei 37 °C fur 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 3,0 bei 33 °C. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der HCoV-229E-Infektion im Vergleich mit nicht infizierten (mock)
Proben (A) und der Vergleich mit IFN-B-behandelter Zellen mit anschlielender Infektion zu
vorbehandelten nicht infizierten Zellen (B) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch-
bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
In infizierten Zellen wurden 3143 Gene signifikant vermehrt exprimiert. Dazu zahlen PARP?7,
PARP5a, PARP13S, PARP5b und PARPS8. Parallel dazu wurden PARP3 und weitere 2515 Gene
signifikant verringert detektiert. Eine Inkubation der Zellen mit IFN-B mit anschlieender Infektion
fihrte zu 2227 vermehrt exprimierten Genen. Eine gesteigerte Genexpression wurde fir PARP7,
PARP13S, PARP12, PARP9, PARP14 und PARP10 beobachtet. Eine Verringerung der Expression

konnte flr 1532 Gene detektiert werden.

Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Der Hauptfokus in diesem Unterkapitel soll auf einer MacD-Mutante (HCoV-229E_N1305A) liegen.
Die Position N1305, welche Teil der aktiven Seite der Appr-1“-Phosphatase ist, spielt eine Rolle bei
der Katalyse und Substratbindung [Putics et al., 2005]. AulRerdem weist die Substitution zu Alanin
eine signifikant verringerte De-ADP-Ribosylierungsaktivitat auf [Hartmann, 2023]. Die Auswirkung
auf die Genexpression wahrend einer Infektion wurden mit nicht infizierten Zellen verglichen. Die
zugehdrigen Analysen sind Abbildung 4-12 zu entnehmen. Der Vergleich von HCoV-229E_N1305A-
mit HCoV-229E-infizierten Zellen ist im Anhang Abbildung 7-9 hinterlegt.
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Abbildung 4-12: Regulation der Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von
einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder HCoV-229E_N1305A-Infektion. Eine Behandlung
mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 (links) bzw. 3,0 (rechts). Die
RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs
bei der Infektion mit HCoV-229E_N1305A. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion
(oben) und die Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht
infizierten MRC-5-Zellen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
Nach der HCoV-229E_N1305A-Infektion (MOI 0,1) wurden 462 Gene signifikant herunter- und 1425
mRNAs signifikant hochreguliert. Dabei wurde PARP7 im Vergleich mit nicht infizierten Zellen
vermehrt exprimiert. Bei einer héheren MOI von 3,0 wurden zusatzlich PARP8 und PARP5b
vermehrt bzw. PARP3 verringert exprimiert. Insgesamt wurden 2562 mRNAs signifikant vermehrt
und 2166 mRNAs signifikant verringert detektiert. Nach Behandlung mit IFN- vor der Infektion mit
HCoV-229E_N1305A (MOI 0,1) konnte keine Regulation von PARPs detektiert werden. Insgesamt
ergaben sich 48 signifikant vermehrt exprimierte Gene und eine verringert exprimierte mRNA. Im
Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Proben konnte eine signifikant verringerte Expression von
PARP7, PARP13S und PARP9 in IFN-B-behandelten und HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen
(MOI 0,1) detektiert werden (Anhang Abbildung 7-9). Eine héhere MOI von 3,0 fuhrte in diesem
Versuchsansatz zu einer vermehrten Expression von PARP7, PARP9, PARP12, PARP14,
PARP13S und PARP10, sowie weiteren 1411 Genen (Abbildung 4-12). Parallel dazu wurden 306
Gene signifikant verringert exprimiert. Die Expression von PARP7, dem am starksten differentiell
exprimierten PARPs, wurde fir HCoV-229E WT und ausgewahlten MacD-Mutanten mittels
RT-gPCR validiert (Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: Genexpressionsanalyse mittels RT-gPCR von PARP7 in MRC-5-Zellen
in Abhédngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E WT
und MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q). Eine Behandlung mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion. Infiziert
wurde mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA-Isolation wurde 48 hpi durchgefiihrt.
Dargestellt sind nach Ausreifleridentifizierung mittels Interquartiirange mindestens vier
unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM). Statistisch signifikante Unterschiede
wurden mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschlieRendem Tukey post-hoc Test ermittelt
(**p = 0,005, ***p <0,0005). Aufgetragen sind die Vergleiche unbehandelter und IFN-B-
behandelter Proben nach Infektion mit dem jeweiligen Virus, sowie die Vergleiche der
einzelnen MacD-Mutanten zu HCoV-229E. Die Expression in unbehandelten nicht infizierten
(mock) Proben ist durch eine Gerade gekennzeichnet.
Eine vermehrte mRNA-Expression von PARP7 (Abbildung 4-13) konnte fur HCoV-229E sowie alle
getesteten MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H
und HCoV-229E_N1357Q) 48 hpi detektiert werden. Die Expression in HCoV-229E-infizierten
MRC-5-Zellen war am stérksten. Eine signifikant geringere Uberexpression wurde fiir Zellen, welche
mit HCoV-229E_N1357H infiziert wurden, im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen detektiert.
Eine Vorbehandlung mit IFN-B der HCoV-229E-infizierten Zellen flhrte zu einer signifikant
verringerten PARP7-Expression. Fur alle Mutanten konnte eine nicht signifikante Verringerung
durch die IFN-B-Zugabe erfasst werden. Im Vergleich mit behandelten HCoV-229E-infizierten
Proben war die Expression in behandelten HCoV-229E_AMacD-, HCoV-229E_N1305A- und
HCoV-229E_N1357H-infizierten Zellen jedoch signifikant verringert. Eine verringerte Expression
um etwa 2-fold (nicht signifikant) wurde fir HCoV-229E_N1357Q im Vergleich mit vorbehandelten

HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen beobachtet.

4.2.2 Differentielle Genexpression in A549CP13+/TMPRSS2+_7gllen in Abhangigkeit

von HCoV-229E-Infektion und/oder IFN-B-Vorbehandlung

AB549CD13+/TMPRSS2+_7g|len wurden mit HCoV-229E WT bzw. MacD-Mutanten infiziert. Zusatzlich
wurden die Zellen mit IFN-B fur 16 h vor der Infektion behandelt. Die Infektion erfolgte mit einer MOI
von 0,1 bei 33 °C. Das Virusinokulum wurde 1 hpi durch frisches Vollmedium ersetzt. 48 hpi wurde
die RNA fir RT-gPCR-Analysen mittels Trizol bzw. unter Verwendung des RNeasy Kits fur die Next-
Generation-Sequenzierung isoliert. Eine Ubersicht der differentiellen Genregulation ist in
Abbildung 4-14 dargestellt.
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IFN-B-vorbehandelten und/oder

HCoV-229E-infizierten A549CDP13+/TMPRSS2+ 7ellen. Die Zellen wurden 16 h mit IFN-B
vorbehandelt und/oder mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S)
mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert. Mittels Next-Generation-Sequenzierung wurde die
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Genexpression 48 hpi  analysiert und ausgewahlte Gene (p-Wert21,3 und
Log2FoldChange = 2 bzw. <-2) als Heatmap (A) abgebildet. Eine Ubereinstimmung
vermehrt exprimierter Gene (p-Wert= 1,3 und Log2FoldChange =2) in HCoV-229E-
infizierten Proben abhangig von einer IFN-B-Vorbehandlung ist als Venn-Diagramm (B)
dargestellt. Nach der Infektion mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten verstarkt
exprimierte Gene wurden verglichen. Dargestellt sind Ubereinstimmungen in nicht
behandelten (C) bzw. IFN-B-behandelten (D) A549CP13+/TMPRSS2+_7Zglen als UpSet-Diagramm.
In A549CD13+TMPRSS2+.7ellen konnten 1654 signifikant differentiell regulierte Gene in mindestens
einer der behandelten und/oder infizierten Proben detektiert werden. In der in Abbildung 4-14A
dargestellten Heatmap lassen sich Unterschiede in der Genexpression der verschiedenen Proben
erkennen. Wahrend in unbehandelten HCoV-229E-infizierten Zellen 95 Gene vermehrt exprimiert
wurden, konnten in behandelten Proben 24 (ibereinstimmende und weitere 68 vermehrt exprimierte
Gene identifiziert werden (Abbildung 4-14B). In unbehandelten Proben wurden zwei Gene verringert
exprimiert, wahrend in vorbehandelten Proben keine Verringerung detektiert werden konnte. Der
Vergleich mit MacD-Mutanten-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen zeigte mehr differentiell
regulierte Gene mit Ausnahme von unbehandelten und behandelten HCoV-229E N1305A-
infizierten Proben (Abbildung 4-14A). Die MacD-Mutanten kénnen anhand der Genexpression in
drei Gruppen eingeteilt werden. Wahrend in HCoV-229E- bzw. HCoV-229E_N1305A-infizierten
Zellen eine geringe Anzahl an Genen (97 bzw. 86) signifikant reguliert wurden, konnten in
HCoV-229E_AMacD-infizierten Proben 465 Gene verstarkt und 18 Gene verringert detektiert
werden. Im Vergleich damit resultierte eine Infektion mit HCoV-229E N1357H,
HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S zu mehr signifikant vermehrt (= 700) und
verringert (=290) exprimierten Genen. Obwohl weniger Gene reguliert wurden, konnten die
Unterschiede zwischen den verwendeten MacD-Mutanten nach einer IFN-B-Vorbehandlung
ebenfalls beobachtet werden. Insbesondere in HCoV-229E_AMacD-, HCoV-229E N1357H-,
HCoV-229E_N1357Q- oder HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen wurden weitere vor allem

vermehrt exprimierte Gene nachgewiesen.

Bei der Gegenuberstellung vermehrt exprimierter Gene in mit HCoV-229E-MacD-Mutanten
infizierten Zellen konnten in unbehandelten Zellen 86 Gene (Abbildung 4-14C) und in
IFN-B-behandelten Proben 60 Gene (Abbildung 4-14D) in allen Proben detektiert werden. Die
meisten dieser Gene, 75 in unbehandelten und 56 in behandelten, wurden ebenfalls in HCoV-229E-
infizierten Proben detektiert. Ubereinstimmende Gene wurden dariiber hinaus in A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen erfasst, die mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S
infiziert wurden. Wahrend in unbehandelten Proben 212 identische Gene verstarkt exprimiert
wurden, konnten in behandelten Zellen 147 identische Gene nachgewiesen werden. Eine hoéhere
Anzahl (bereinstimmender Gene wurde durch die Gruppierung von HCoV-229E_N1357
Punktmutations- und der MacD-Deletionsmutante erzielt. 542 Gene wurden in unbehandelten
Zellen und 357 Gene in behandelten Zellen vermehrt exprimiert. Eine detailliertere Analyse
einzelner Gene erfolgte in Abhangigkeit von einer Vorbehandlung mit IFN-(3, jeweils paarweise. Die
Gegenuberstellung erfolgte fur infizierte und nicht infizierte Proben, sowie mit HCoV-229E-MacD-

Mutanten und mit HCoV-229E infizierten Proben, jeweils ohne bzw. mit IFN-B-Behandlung.
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Infektion mit HCoV-229E

Der NGS-Datensatz wurde analog den Daten fur MRC-5-Zellen analysiert. Dargestellt wurden die
Ergebnisse als Vulkanplots (Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Genexpression in A549C¢P13*/TMPRSS2+_Ze|len in Abhéngigkeit von einer
IFN-B-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine Behandlung mit IFN-3 erfolgte
16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der
Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen mit nicht infizierten
(mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-B-Behandlung im Vergleich mit
unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-B-behandelter Zellen ohne bzw. mit
anschlieBender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
In HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen wurde im Vergleich mit nicht infizierten Zellen
eine gesteigerte PARP7-Expression detektiert. Dariiber hinaus wurden weitere 497 Gene signifikant
vermehrt und 24 Gene verringert exprimiert. Nach einer Behandlung der Zellen mit IFN-f konnten
34 vermehrt bzw. 9 verringert exprimierte mRNAs detektiert werden. Eine signifikante Regulation
von PARPs wurde allerdings nicht beobachtet, ahnlich wie bereits zuvor in MRC-5-Zellen. Eine
Infektion vorbehandelter Zellen zeigte eine gesteigerte mMRNA-Expression von PARP10, PARP9,
PARP13S, PARP12, PARP14 und weiteren 268 Genen. Gleichzeitig wurden vier signifikant
verringert exprimierte Gene detektiert. Eine gesteigerte Expression von PARP9, PARP12 und
PARP13S in IFN-B-behandelten und infizierten Proben konnte sowohl in MRC-5-Zellen als auch in
AB49CD13+TMPRSS2+_ 7 ellen beobachtet werden.

Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Mittels Next-Generation-Sequenzierung wurden A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen nach Infektion mit
HCoV-229E WT (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357S, HCoV-229E_N1357Q) analysiert. Nachfolgend wird

Bezug auf HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q (Abbildung 4-16)
genommen.

oder MacD-Mutanten
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Abbildung 4-16: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7allan in Abhéngigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357Q). Eine Behandlung mit
IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi
isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs fur die Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A bzw. HCoV-229E_N1357Q. In den Vulkanplots
ist der Einfluss der Infektion in Bezug auf nicht infizierte Zellen (oben) und die Regulation
durch die IFN-B-Zugabe (unten) im Vergleich mit nicht infizierten (mock) A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist
am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Die Infektionen mit den drei MacD-Mutanten zeigten Ubereinstimmend eine verstarkte mRNA-
Expression von PARP7, welche mittels RT-gPCR validiert werden konnte (Abbildung 4-17).
Allerdings wurde in behandelten HCoV-229E_N1305A-infizierten Proben keine signifikant erhéhte
PARP7-Expression mittels NGS detektiert. Die RT-qPCR-Daten zeigten eine gesteigerte
Expression von PARP7 in allen infizierten Proben unabhangig von der Vorbehandlung mit IFN-[3.

Mittels t-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen nicht behandelten und IFN-B-

behandelten Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 4-17: Genexpressionsanalyse mittels RT-gPCR von PARP7 in

A549CD13+/TMPRSS2+_Zellen in Abh&ngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder

Infektion mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,

HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q). Eine Behandlung mit

IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOl von 0,1 bei 33 °C. Die RNA-Isolation wurde

48 hpi durchgeflihrt. Dargestellt sind finf unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert £+ SEM).
Mittels NGS wurde zusatzlich eine gesteigerte Expression von PARP8 und PARP13S fir die
Infektion mit HCoV-229E_AMacD bzw. PARP13S, PARP9, PARP12 und PARP10 fir
HCoV-229E_N1357Q ermittelt. Auffallig ist, dass die Gesamtanzahl signifikant regulierter Gene in
HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen am geringsten (21 verringert und 488 vermehrt exprimiert)
und in HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen am grofdten (2255 verringert und 2462 vermehrt
exprimiert) ist. In mit IFN-B-vorbehandelten A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen wurden in allen Proben
weniger differentiell regulierte Gene erfasst, wobei ein ahnliches Verhaltnis differentiell regulierter
Gene im Vergleich der MacD-Mutanten gezeigt werden konnte. Die Infektion mit der MacD-
Deletionsmutante zeigte eine vermehrte Expression von PARP13S, PARP7, PARP10, PARPY,
PARP12, PARP14, PARPS8 und weiteren 911 Genen. Einige dieser PARPs, wie PARP10, PARP9,
PARP12 und PARP14 wurden verstarkt bei der Infektion mit HCoV-229E_N1305A detektiert.
Insgesamt wurden 202 Gene vermehrt exprimiert. Vorbehandelte und HCoV-229E_N1357Q-
infizierte Zellen zeigten eine erhdhte Expression von 1443 Genen. Dazu z&hlen unter anderem
PARP13S, PARP7, PARP10, PARP12, PARP9, PARP14 und PARPS8. Verglichen mit HCoV-229E-
infizierten Zellen (Anhang Abbildung 7-10) konnte fir HCoV-229E_AMacD in vorbehandelten
Proben PARP8 vermehrt und fir HCoV-229E_N1357Q eine signifikante Regulation von PARPS,
PARP7 und PARP13S detektiert werden. PARP13S und PARP7 wurden allerdings auch in
unbehandelten HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen signifikant vermehrt exprimiert.

Im Vergleich mit MRC-5-Zellen wurden in HCoV-229E-infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen weniger
Genregulationen erfasst. Lediglich die vermehrte PARP7-Expression konnte in beiden Zelllinien
nachgewiesen werden. Eine zusatzliche Vorbehandlung mit IFN-B zeigte Ubereinstimmend eine
vermehrte Expression von PARP13S, PARP9 und PARP12 (Abbildung 4-9, Abbildung 4-15). Fir
HCoV-229E_N1305A, welche in beiden Zelllinien verwendet wurde, konnte eine gesteigerte
PARP7-Expression in infizierten Zellen mittels NGS detektiert werden. Allerdings wurden in IFN-(3-
behandelten und infizierten A549CDP13+/TMPRSS2+_Zgllen mehr Gene, darunter auch PARPSs, signifikant

verstarkt exprimiert (Abbildung 4-12, Abbildung 4-16).
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4.2.3 Differentielle Genexpression in makrophagenahnlichen Zellen wahrend
einer HCoV-229E-Infektion

Monozyten und Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei der Erkennung und Bekampfung von
Infektionen insbesondere durch die Freisetzung antiviraler Zytokine und Chemokine. Ihre
Aktivierung erfolgt direkt durch die Virusaufnahme oder (ber rezeptorvermittelte Mechanismen. Im
Anschluss tragen die Zellen zur Entziindungsreaktion bei und unterstitzen die Aktivierung der

adaptiven Immunantwort [Desforges et al., 2007, Funk et al., 2012].

Die Expression von PARPs wurde analog zu den beschriebenen Zelltypen in differenzierten THP-1-
Zellen analysiert. Dabei wurden in den drei Subtypen nach Infektion mit HCoV-229E jeweils mehr
als 9000 Gene differentiell exprimiert. Signifikant regulierte Gene sind in Abbildung 4-18 grau
gekennzeichnet und die Anzahl am oberen Abbildungsrand hinterlegt. Zusatzlich wurden regulierte
PARPs farblich hervorgehoben.
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Abbildung 4-18: Genexpression in makrophagendhnlichen Zellen in Abhangigkeit von
einer HCoV-229E-Infektion. Die Differenzierung erfolgte in THP1(MO)-Zellen (A),
THP1(M1)-Zellen (B) und THP1(M2)-Zellen (C). AnschlieRend wurden die Zellen mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind
die differentiell regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit
HCoV-229E in den verschiedenen Subtypen im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Proben
abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am
oberen Abbildungsrand vermerkt.
Nach der HCoV-229E-Infektion von THP1(MO0)-Zellen wurden 3010 Gene vermindert und 3083
Gene vermehrt exprimiert. PARP1, PARP3 und PARP13L wurden dabei verringert, PARP14,
PARP9, PARP12, PARP10 und PARP5a vermehrt detektiert. Wahrend in THP1(M1)-Zellen
ebenfalls PARP1, PARP3 und PARP13L und weitere 2496 Gene verringert exprimiert wurden,
konnten Abweichungen der vermehrt exprimierten mRNAs beobachtet werden. Insgesamt wurden
2612 Gene, darunter PARP14, PARP13S, PARP9, PARP12 und PARP5a vermehrt exprimiert. In
THP1(M2)-Zellen zeigten sich nach der Infektion mit HCoV-229E 2604 signifikant verringert bzw.
2478 verstarkt exprimierte Gene. Dabei wurden PARP1 und PARP13L verringert und PARP14,
PARP13S, PARP9, PARP12 und PARP5a vermehrt detektiert. Im Vergleich mit MRC-5- und

AB49CD13+/TMPRSS2+_Zgallen wurden in infizierten Proben unterschiedliche PARPs vermehrt bzw.
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verringert exprimiert. Der Vergleich infizierter makrophagendhnlichen Zellen mit IFN-3-
vorbehandelten und infizierten MRC-5- und A549CP13+TMPRSS2+_7g||en zeigte eine Ubereinstimmung
mehrerer vermehrt exprimierter PARPs (Abbildung 4-9, Abbildung 4-15, Abbildung 4-18).

Der Nachweis ausgewahlter PARPs erfolgte zuséatzlich mittels RT-gPCR und ist in Abbildung 4-19A
dargestellt. Eine vermehrte Expression wurde fir PARP7, PARP9, PARP10, PARP12, PARP13 und
PARP14 in allen makrophagenahnlichen Zellen detektiert, wobei die schwachste Expression in
THP1(M1)-Zellen erfolgte. Mit Ausnahme von PARP10 konnte die hoéchste Expression dieser
PARPs in THP1(MO0)-Zellen detektiert werden. Der Vergleich mit nicht infizierten Proben zeigte
signifikant erhéhte Expression der ausgewahlten PARPs mit Ausnahme von PARP7 in THP1(M2)-
Zellen. Daruber hinaus wurde die Expression von PARP7 nach der Infektion mit HCoV-229E,
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H oder HCoV-229E_N1357Q
analysiert (Abbildung 4-19B). Die Expression war in THP1(MO0)-Zellen am hdchsten, wahrend
PARP7 in THP1(M1)- und THP1(M2)-Zellen dhnliche Expressionslevel erreichte.

A

mRNA/GAPDH

Zeltyp MOM1M2 MOM1M2 MOM1M2 MOM1M2 MOM1M2 MOM1M2
PARP7  PARP9 PARP10 PARP12 PARP13 PARP14

PARP7 mRNA/GAPDH

Zeltyp MOM1M2 MOMIM2 MOM1M2 MOM1IM2 MOM1IM2
HCoV-228E WT AMacD N1305A N1357H N1357Q

Abbildung 4-19: Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR von PARP7, PARP9Y,
PARP10, PARP12, PARP13 und PARP14 in makrophagendhnlichen Zellen in
Abhangigkeit von einer Infektion mit HCoV-229E (A) und MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H oder
HCoV-229E_N1357Q) (B). Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. 48 hpi
wurde die RNA-Isolation durchgeflihrt. Dargestellt sind drei unabhangige Versuchsansatze
(Mittelwert + SEM). Statistisch signifikante Unterschiede wurden mittels zweifaktorieller
ANOVA mit anschlieBendem Tukey post-hoc Test im Vergleich mit nicht infizierten (mock)
Proben bzw. zwischen den Subtypen nach Infektion mit dem gleichen Virus ermittelt
(*p = 0,05, ***p < 0,0005).

Fur THP1(M2)-Zellen konnte nach der Infektion mit HCoV-229E WT oder den MacD-Mutanten eine
Steigerung der PARP7-Expression (nicht signifikant) detektiert werden. Auffallig ist, dass
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HCoV-229E-infizierte THP1(M2)-Zellen eine hdhere PARP7-Expression aufweisen als mit MacD-
Mutanten infizierte Zellen. Um die zelltypunabhangige HCoV-229E-induzierte PARP7-Expression
weiter zu untersuchen, wurden ausgewahlte mit PARP7 im Zusammenhang stehende Gene bzw.

Signalwege analysiert.
4.3 Transkriptomanalyse von PARP7-assoziierten Genen

In einer weiteren Analyse des NGS-Datensatzes wurde die Genregulation von mit PARP7, jenem
PARP mit der starksten Expression wahrend der HCoV-229E-Infektion, im Zusammenhang
stehenden (antiviralen) Signalwegen (Abbildung 1-3) analysiert. Die in dieser Arbeit naher
betrachteten Gene sind TBK1, FRA1, RIG-I, MDA5, MAVS, p50, p65, IRF1, IRF3, IRF7, NEMO,
IKKa, IKKB, IKKe, IKKk, DTX3L, IFNAR1, IFNAR2, IFNLR1 und Interferone (a, B, A). Die Regulation
dieser Gene wurde analog fir den Microarray-Datensatz analysiert. Die zugehdrigen Vulkanplots
sind dem Anhang (Abbildung 7-11, Abbildung 7-12) zu entnehmen.

4.3.1 Differentielle Genexpression in Abhangigkeit von HCoV-229E-Infektion
und/oder IFN-B-Vorbehandlung in MRC-5-Zellen

Nachfolgend liegt der Fokus auf dem generierten NGS-Datensatz. Die statistische Auswertung

erfolgte aquivalent der Genexpressionsanalyse von PARPs fir alle Zelltypen.
Infektion mit HCoV-229E

Die mit PARP7 im Zusammenhang betrachteten Gene sind fir MRC-5-Zellen abhangig von der
Infektion mit HCoV-229E und/oder der Behandlung mit IFN-3 in Abbildung 4-20 dargestellt.
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Abbildung 4-20: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-§-
Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine IFN-3-Behandlung erfolgte bei 37 °C fur
16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARP7-assoziierten Gene. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen
mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-B-Behandlung im
Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-B3-behandelter Zellen
ohne bzw. mit anschlieender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant
hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
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Die Auswertung des Datensatzes zeigte eine vermehrte Expression wahrend der HCoV-229E-
Infektion von p50, TBK1 und MDAS. Parallel dazu wurde eine verringerte Expression fur IRF3 und
IKBKE (IKKe) im Vergleich mit nicht infizierten Zellen detektiert. Nach der Behandlung mit IFN-8
erfolgte keine Regulation der PARP7-assoziierten Gene. Eine Infektion von vorbehandelten MRC-5-
Zellen fuhrte zu einer vermehrten Expression von MDAS5, p50, RIG-I, IFNB1, IRF7 und DTX3L. Wird
die Anzahl signifikant regulierter Gene der jeweiligen Proben verglichen, ist die starkste Regulation
in HCoV-229E-infizierten Zellen mit Gber 4600 Genen erkennbar. Die vermehrte Expression einiger
der ausgewahlten Gene konnte in HCoV-229E-infizierten Zellen unabhangig von der IFN-B-
Vorbehandlung detektiert werden. Zusatzlich wurde der Versuchsansatz mit einer MOI von 3,0
durchgefihrt, um die Auswirkung einer starkeren Virusinfektion zu analysieren. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 4-21 dargestellt.
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Abbildung 4-21: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-$-
Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion (MOI 3,0). Eine Behandlung mit IFN-3
erfolgte bei 37 °C fur 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 3,0 bei 33 °C. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARP7-assoziierten
Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten
Zellen verglichen mit nicht infizierten (mock) Proben (A) und der Vergleich IFN-B-behandelter
Zellen ohne bzw. mit anschlielRender Infektion (B) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl
signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
In mit einer MOI von 3,0 infizierten MRC-5-Zellen wurde im Vergleich mit einer geringeren MOI von
0,1 eine verstarkte Genregulation erfasst. In HCoV-229E-infizierten Zellen wurden 2516 Gene
verringert (z. Bsp.: IRF3, IKBKE) und 3143 Gene vermehrt (z. Bsp.: p50, TBK1, MDAS5, IFNB1)
exprimiert. Nach einer vorherigen IFN-B-Behandlung konnten IRF3 und weitere 1531 Gene
verringert detektiert werden. Parallel dazu wurden 2227 Gene, darunter MDAS5, RIG-I, p50, DTX3L,

IRF7, IFNB1, TBK1 und IRF1 vermehrt exprimiert.
Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Die Expression der ausgewahlten mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Gene wurde analog
fur HCoV-229E_N1305A-infizierte MRC-5-Zellen analysiert (Abbildung 4-22).
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Abbildung 4-22: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-§-
Vorbehandlung und/oder HCoV-229E_N1305A-Infektion. Eine Behandlung mit IFN-B
erfolgte bei 37 °C fir 16 h vor der Infektion. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert.
Dargestellt sind PARP7-assoziierte Gene fiir die Infektion mit HCoV-229E_N1305A bei einer
MOI von 0,1 (links) bzw. 3,0 (rechts) bei 33 °C. In den Vulkanplots ist der Einfluss der
Infektion (oben) bzw. die Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit
nicht infizierten (mock) MRC-5-Zellen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch-
bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
Im Vergleich mit nicht infizierten Zellen wurde wahrend der HCoV-229E_N1305A-Infektion bei einer
MOI von 0,1 eine gesteigerte Expression von p50, MDA5 und TBK1 detektiert. In vorbehandelten
infizierten Zellen wurden 49 regulierte Gene und keine Expression der ausgewahlten Gene im
Vergleich mit nicht behandelten infizierten Zellen erfasst. Die Infektion mit einer hdheren
Virusmenge (MOI 3,0) fuhrte zu einer verringerten Expression von IRF3 und IKBKE. Parallel dazu
wurden (analog zur geringeren Virusmenge) p50, TBK1 und MDAS5 vermehrt detektiert. In IFN-3-
vorbehandelten Zellen wurde eine vermehrte Genexpression von MDA5, RIG-I, p50, DTX3L, IRF7,
IRF1, IFNB1 und TBK1 ermittelt. Bei einer Infektion mit einer MOI von 3,0 fallt auf, dass sowohl in

unbehandelten als auch in behandelten Zellen eine erhdohte Genregulation stattfindet.

Ausgewahlte Gene wurden mittels RT-gPCR fiir MRC-5-Zellen nach der Infektion mit HCoV-229E
WT oder MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E N1357H und
HCoV-229E_N1357Q) validiert (Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-23: Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR von TBK1 (A), IRF7 (B) und
IRF3 (C) in MRC-5-Zellen in Abhingigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder
Infektion mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q). Eine Behandlung mit
IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA-Isolation wurde 48 hpi
durchgefiihrt. Dargestellt sind drei unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM).
Statistisch  signifikante Unterschiede wurden mittels zweifaktorieller ANOVA mit
anschliefendem Tukey post-hoc Test ermittelt (*p < 0,05, ***p < 0,0005). Der Vergleich
erfolgte zwischen unbehandelten und behandelten Zellen bzw. zwischen HCoV-229E (WT)
und den jeweiligen HCoV-229E-MacD-Mutanten.
Fir die beschriebenen MacD-Mutanten wurde die Expression von TBK1, IRF3 und IRF7 analysiert.
Dabei zeigte sich ein Expressionsanstieg von TBK1 (Abbildung 4-23A) in infizierten Proben, wobei
der niedrigste Anstieg bei einer Infektion mit HCoV-229E_N1305A bzw. HCoV-229E_N1357H
detektiert wurde. Nach einer vorherigen IFN-B-Behandlung wurde eine 2-fach vermehrte TBK1-
Expression in HCoV-229E-infizierten Zellen gemessen. Diese war allerdings geringer als in
unbehandelten HCoV-229E-infizierten Proben. Eine Infektion mit einer der MacD-Mutanten nach
der IFN-B-Behandlung zeigte keine bzw. fir HCoV-229E_N1357Q eine geringe erhdhte Expression
von TBK1. Verglichen mit HCoV-229E wurde eine verringerte Expression insbesondere in

HCoV-229E_AMacD-, HCoV-229E N1305A- und HCoV-229E N1357H-infizierten Zellen ermittelt.

Fur die IRF7-Expression (Abbildung 4-23B) konnte mittels RT-qPCR nach der Infektion mit
HCoV-229E oder HCoV-229E_AMacD eine um 1,5-fach erhéhte Expression detektiert werden. Alle
anderen verwendeten MacD-Mutanten zeigten eine Expression dhnlich nicht infizierter MRC-5-
Zellen. Eine zusatzliche IFN-B-Vorbehandlung resultierte in einer vermehrten IRF7-Expression in
HCoV-229E-infizierten (ca. 5-fach) bzw. HCoV-229E_N1357Q-infizierten (ca. 3-fach) MRC-5-
Zellen. Verglichen mit HCoV-229E zeigten die MacD-Mutanten HCoV-229E_AMacD,
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HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357H eine signifikant geringere Expression, &hnlich
unbehandelter nicht infizierter Proben.

Wahrend eine Vorbehandlung mit IFN-B zu einem 2-fachen Anstieg der IRF3-Expression fiihrte,
konnte in HCoV-229E-infizierten Zellen sowohl mit als auch ohne IFN-B-Behandlung eine geringere
Expression detektiert werden (Abbildung 4-23C). Eine 1,5-fache Zunahme der IRF3-Expression
erfolgte  in  HCoV-229E_AMacD- oder HCoV-229E_N1305A-infizierten  Zellen.  Fir
HCoV-229E_N1357H- und HCoV-229E_N1357Q-infizierte Proben lieR sich eine Expression
feststellen, die ahnlich mit der in unbehandelten nicht infizierten MRC-5-Zellen war. Die geringste
Expression wurde durchschnittlich in infizierten und mit IFN-B behandelten Proben detektiert. Die
statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede. Eine Regulation um etwa 2-fach
wurde fur TBK1, IRF3 und IRF7 nach einer IFN-B-Behandlung in nicht infizierten MRC-5-Zellen
erfasst.

4.3.2 Differentielle Genexpression in A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen in Abhangigkeit

von IFN-B-Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion

Der Einfluss der HCoV-229E-Infektion (MOI 0,1 bei 33 °C) von A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen wurde in
Abhangigkeit von einer Vorbehandlung mit IFN-B analysiert.

Infektion mit HCoV-229E

Bei signifikanter Regulation wurden TBK1, FRA1, RIG-I, MDA5, MAVS, p50, p65, IRF1, IRF3, IRF7,
NEMO, IKKa, IKKB, IKKe, IKKk, DTX3L, IFNAR1, IFNAR2, IFNLR1 und IFN-a Subtypen, IFN-{,
IFN-A Subtypen in Abbildung 4-24 farblich hervorgehoben.
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Abbildung 4-24: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7allen in Abhangigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine Behandlung mit IFN-f3
erfolgte 16 h (37 °C) vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 (33 °C). Die RNA wurde 48 hpi
isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARP7-assoziierten Gene.
In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen
verglichen mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-(3-
Behandlung im Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-3-
behandelter Zellen ohne bzw. mit anschlieender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-)
Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand
vermerkt.
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Infizierte A549CD13+TMPRSS2+_7gllen exprimierten 498 Gene, wie z. Bsp. FRA1 und IRF7 vermehrt,
wahrend 24 Gene signifikant verringert exprimiert wurden. Durch eine zusatzliche Vorbehandlung
mit IFN-B wurden MDAS5, RIG-I, IRF7, DTX3L und weitere 269 mRNAs vermehrt detektiert.
Ubereinstimmend mit MRC-5-Zellen wurde nach der Zugabe von IFN-B ohne anschlieBende
HCoV-229E-Infektion keines der ausgewahlten Gene signifikant reguliert. In A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen wurden neun mRNAs vermindert bzw. 34 Gene vermehrt erfasst. Die in HCoV-229E-
infizierten Proben differentiell exprimierten Gene unterscheiden sich zwischen den beiden Zelltypen.
Lediglich in vorbehandelten und infizierten Proben konnten jeweils MDA5, RIG-I, IRF7 und DTX3L
detektiert werden (Abbildung 4-20, Abbildung 4-24).

Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Neben der Infektion mit HCoV-229E wurden die A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len mit HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q infiziert. Die Analyse der Genexpression ist
Abbildung 4-25 zu entnehmen.
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Abbildung 4-25: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7a|len in Abhangigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten. Eine
Behandlung mit IFN- erfolgte bei 37 °C fiur 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei
33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt ist die Regulation PARP7-
assoziierter Gene nach der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A bzw.
HCoV-229E_N1357Q. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion (oben) und die
Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht infizierten (mock)
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen  dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

In HCoV-229E_AMacD-infizierten Zellen wurde eine gesteigerte Expression von 1632 Genen,
darunter p50, FRA1, IRF7, MDA5 und RIG-I detektiert. Parallel dazu wurden 830 Gene verringert
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nachgewiesen. IFN-B-behandelte und infizierte Zellen wiesen eine ahnliche Genregulation im
Vergleich mit unbehandelten HCoV-229E_AMacD-infizierten Proben auf, wobei die Anzahl
vermehrt detektierter Gene (918) bzw. verringert exprimierter Gene (17) deutlich geringer war.
Zusatzlich zu den in infizierten Zellen vermehrt detektierten Genen wurde DTX3L signifikant erhoht.
Flr A549CD13+TMPRSS2+_7gllen, welche mit HCoV-229E_N1305A infiziert wurden, konnten 21
verringert und 488 vermehrt exprimierte Gene erfasst werden. Dabei wurden FRA1 und p50
verstarkt detektiert. In vorbehandelten Zellen wurden MDA5, IRF7, RIG-I und DTX3L vermehrt
exprimiert. Im Gegensatz zu MRC-5-Zellen (Abbildung 4-22) konnte sowohl in unbehandelten als
auch in IFN-B-behandelten Proben eine signifikant gesteigerte Expression ausgewahlter Gene
detektiert werden. Von den in Abbildung 4-25 dargestellten MacD-Mutanten zeigte
HCoV-229E_N1357Q die starkste Genregulation. Dabei wurden 2462 Gene vermehrt bzw. 2255
Gene, wie IRF3 vermindert exprimiert. Eine erhdhte Detektion erfolgte fur FRA1, p50, IRF7, MDAS5,
RIG-I, TBK1 und DTX3L. In IFN-B-vorbehandelten Zellen wurde anstelle von TBK1 IKBKE (IKKg)
vermehrt detektiert. Generell wurden weniger Gene signifikant (312 verringert bzw. 1443 vermehrt)
reguliert. Im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen wurden signifikante Unterschiede in der
Genregulation fur HCoV-229E_N1357Q erfasst (Anhang Abbildung 7-13). Die Expression von
TBK1, IRF3 und IRF7 wurde parallel mittels RT-gPCR analysiert (Abbildung 4-26).

A B
- + —
16 16 . +
% T + .
a o 8 - =
— < o
X (5 N~ << }
m= Lo 4- +
< Xz
4 Z 24 ¢
S € '
1_
IFN-B + -+ -+ -+ -+ -+ IFN-B + -+ -+ -+ -+ -+
HCoV-229E - NS G g - o> (o3
0 WT \&@00 \rbé,_,?“ \%6\ ,\fbé\ HCoV-229E WT ‘@00 \rbéoY“ . rg;\ . rg;\
v S AR SESUN
Cc
T 2
X e
05 2 il
P
- +
AR T
+,
£ i-ii
IFN-3 + -+ -+ -+ -+ -+
HCoV-229E - WT @@5) rbé_,?‘ 6\‘2‘ 6\0
S )
v T8

Abbildung 4-26: Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR von TBK1 (A), IRF7 (B) und
IRF3 (C) in A549CD13+TMPRSS2+_Zallen in Abhingigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung
und/oder Infektion mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q). Eine Behandlung mit
IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA-Isolation wurde 48 hpi
durchgefiihrt. Dargestellt sind drei unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM).
Statistisch  signifikante Unterschiede wurden mittels zweifaktorieller ANOVA mit
anschlielendem Tukey post-hoc Test ermittelt (*p < 0,05, **p <0,005). Der Vergleich
erfolgte zwischen unbehandelten und behandelten Zellen bzw. zwischen HCoV-229E und
den jeweiligen MacD-Mutanten.
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Eine vermehrte Expression wurde fir TBK1 (Abbildung 4-26A) und IRF7 (Abbildung 4-26B) in
infizierten Proben detektiert. In vorbehandelten Zellen wurde eine héhere IRF7-Expression als in
unbehandelten Zellen ermittelt. Fir TBK1 erfolgte eine héhere Expression in unbehandelten
infizierten Zellen. Eine den Kontrollproben ahnliche IRF3-Expression (Abbildung 4-26C) konnte
IFN-B-unabhangig fir HCoV-229E-, HCoV-229E_AMacD- und HCoV-229E_N1357Q-infizierte
Proben detektiert werden. Eine bis zu 2-fach gesteigerte Expression wurde unabhangig von einer
IFN-B-Behandlung in HCoV-229E_N1305A- bzw. HCoV-229E_N1357H-infizierten Zellen erfasst.

4.3.3 Differentielle Genexpression in makrophagenahnlichen Zellen wahrend
einer HCoV-229E-Infektion

Die Genexpressionsanalyse von differenzierten THP-1-Zellen (Abbildung 4-27) zeigte eine
signifikante Regulation von etwa 5000 bis 6000 Genen. Dies ist vergleichbar mit der Expression in
MRC-5-Zellen (Abbildung 4-20).
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Abbildung 4-27: Genexpression in makrophagendhnlichen Zellen in Abhéngigkeit von
einer HCoV-229E-Infektion. Die Differenzierung erfolgte in THP1(MO0)-Zellen (A),
THP1(M1)-Zellen (B) und THP1(M2)-Zellen (C). AnschlieBend wurden die Zellen mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind
die differentiell regulierten Gene, deren Zusammenhang mit PARP7 naher analysiert wurde.
In den Vulkanplots ist der Einfluss der HCoV-229E-Infektion in den verschiedenen Subtypen
dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am
oberen Abbildungsrand vermerkt.
Fur THP1(MO)-Zellen wurden 3010 Gene verringert und 3083 Gene vermehrt detektiert. Zu den
differentiell weniger stark exprimierten Genen zahlen IRF3, sowie die fir die Rezeptoren IFNLR1
und IFNAR2 kodierenden Gene. Eine vermehrte Expression wurde fiir DTX3L, IRF7 und TBK1
ermittelt. THP1(M1)-Zellen zeigten eine vermehrte Expression von FRA1, p50, RIG-I, IRF7, DTX3L,
TBK1 und weiteren 2606 Genen. Gleichzeitig wurden IRF3 und IFNLR1, sowie weitere 2497 Gene
verringert detektiert. In THP1(M2)-Zellen wurden mehr Gene signifikant verringert (2604) als
vermehrt (2478) exprimiert. Eine Verringerung wurde fir IKBKE (IKKe), IRF3 und IFNLR1 ermittelt.
FRA1, p50, MDAS5, IRF7, TBK1, RIG-I und DTX3L wurden vermehrt detektiert. Der Vergleich der
drei Subtypen zeigte eine Ubereinstimmende vermehrte Genexpression von DTX3L, IRF7 und

TBK1, wahrend IRF3 und IFNLR1 verringert exprimiert wurden. Verglichen mit der Genexpression
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in MRC-5- und A549CD13+TMPRSS2+_7gllen wurden partielle Ubereinstimmungen der Regulation

vereinzelter Gene beobachtet (Kapitel 5.2.2).

4.4 Proteinregulation wahrend einer HCoV-229E-Infektion in

Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung

Basierend auf den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse wurden ausgewahlte Proteine
analysiert, die im Zusammenhang mit der viralen MacD oder PARP7-assoziierten Signalwegen
stehen (Kapitel 1.8). Ziel war es, die Auswirkungen der Genregulation auf Proteinebene zu
Uberprifen. Zusatzlich wurden vereinzelt Proteinmodifikationen, wie ADP-Ribosylierungen,
detektiert.

4.41 Proteinregulation in MRC-5-Zellen wahrend einer HCoV-229E-Infektion in
Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung

In einer ersten Analyse wurde je ein Vertreter der IFN-B-spezifisch (PARP9) bzw.
infektionsspezifisch (PARP7) vermehrt exprimierten PARPs auf Proteinebene naher betrachtet.
Dafur wurde Gesamtprotein aus MRC-5-Zellen isoliert (Kapitel 3.5.1), die unbehandelt, IFN-(3-
behandelt, HCoV-229E-infiziert oder behandelt und infiziert wurden. Reprasentativ sind
nachfolgend je ein Blot fur die fluoreszenzbasierte Detektion von PARP7 bzw. PARP9 dargestellt
(Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28: Proteinanalyse von PARP7 und PARP9 in MRC-5-Zellisolaten. Die
Zellen wurden IFN-B-vorbehandelt (16 h, 37 °C) und/oder mit HCoV-229E infiziert. Als
Kontrolle dienten nicht behandelte und nicht infizierte MRC-5-Zellen. 48 hpi wurde die
Gesamtproteinmenge isoliert und anhand ihrer GréRe aufgetrennt. Als Kontrolle wurde
GAPDH mitgefuhrt. Die Detektion erfolgte unter Verwendung spezifischer Antikorper fir
PARP7 (A) und PARP9 (B) in Kombination mit fluoreszenzbasierten Sekundarantikdrpern
(IRDye 800CM anti-mouse bzw. anti-rabbit).
Fir PARP7 konnte ein minimal verstarktes Signal fur IFN-B-vorbehandelte infizierte MRC-5-Zellen
detektiert werden. In infizierten Zellen wurden zusatzliche Banden bei einer GroRe von 45 bis
55 kDa erfasst. Eine Zunahme von PARP9 wurde in nicht infizierten und infizierten Zellen nach einer
Vorbehandlung mit IFN- gezeigt. In infizierten und unbehandelten nicht infizierten Proben konnte
kaum ein Signal fir PARP9 detektiert werden. Die Proteinmenge von PARP9 wurde mittels HRP-

konjugierter Antikérper quantifiziert (Abbildung 4-29B). Reprasentativ ist ein Blot, der fur die

76



Ergebnisse

Quantifizierung verwendet wurde, in Abbildung 4-29A dargestellt. Als Kontrolle und fur die

Normalisierung wurde Beta-Aktin verwendet.
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Abbildung 4-29: Proteinanalyse und Quantifizierung von PARP9 in MRC-5-Zelllysaten.
Die Zellen wurden IFN-B-vorbehandelt und/oder HCoV-229E-infiziert. 48 hpi wurde die
Gesamtproteinmenge isoliert, anhand ihrer GroRe aufgetrennt und mittels PARP9-
spezifischem Antikorper detektiert. Als Kontrolle wurde Beta-Aktin mitgefiihrt. Die Detektion
erfolgte mittels HRP-konjugierter Sekundarantikérper (anti-rabbit bzw. anti-mouse
Immunoglobulin HRP pAK). Ein reprasentativer Blot fir PARP9 (A) diente der Quantifizierung
(B) von drei unabhangigen Versuchsansatzen. Statistisch signifikante Unterschiede wurden
mittels t-Test ermittelt (*p <0,05, ***p <0,0005). Der Vergleich erfolgte zwischen
unbehandelten und IFN-B-behandelten Proben, HCoV-229E-infizierten behandelten oder
behandelten, sowie infizierten und nicht infizierten Proben.
Das starkste Signal fur PARP9 wurde in IFN-B-behandelten MRC-5-Zellen unabhangig von einer
anschlieBenden HCoV-229E-Infektion detektiert. Fir die Quantifizierung von drei unabhangig
durchgefiihrten Versuchsansatzen wurde das Verhaltnis von PARP9 und Beta-Aktin ermittelt.
Unbehandelte nicht infizierte Zellen wurden auf 100 % normalisiert. Signifikante Unterschiede
konnten mittels t-Test fur IFN-B-behandelte oder HCoV-229E-infizierte MRC-5-Zellen verglichen mit
unbehandelten nicht infizierten Zellen ermittelt werden. Zusatzlich wurde etwa flnffach mehr
PARP9-Signal in behandelten und infizierten Zellen als in unbehandelten infizierten MRC-5-Zellen

detektiert.

Um einen mdglichen Zusammenhang von ausgewahlten Proteinen welche an der antiviralen
Immunantwort beteiligt sind (Abbildung 1-3) und PARPs zu priifen, wurde die Detektion fiir ADP-
ribosylierte Proteine, HCoV-229E-N-Protein, TBK1, IRF3 unter Verwendung von HRP-konjugierten
Sekundarantikérper durchgeflhrt. Ein reprasentativer Blot ist in Abbildung 4-30 dargestellt. Jeweils
100 pyg Gesamtprotein wurden auf einem 9 % SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-

Membran transferiert.
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Abbildung 4-30: Proteinregulation in MRC-5-Zellen wahrend der HCoV-229E-Infektion
in Abhangigkeit von einer Vorbehandlung mit IFN-B. Die Zellen wurden mit IFN-3
vorbehandelt (16 h) und/oder HCoV-229E-infiziert (MOl 0,1 bei 33 °C). 48 hpi wurde die
Gesamtproteinmenge isoliert und 100 pg Protein auf einem 9 % SDS-PAA-Gel aufgetrennt.
Als Kontrolle wurde Beta-Aktin mitgefiihrt. Die Detektion von ADP-ribosylierten Proteinen,
HCoV-229E N-Protein, TBK1 und IRF3 erfolgte mittels HRP-konjugierter Sekundarantikérper
(anti-rabbit bzw. anti-mouse Immunoglobulin HRP pAK).

Beta-Aktin konnte als Kontrollprotein in allen Proben mit etwa gleicher Intensitat detektiert werden.
MARYylierte und/oder PARYylierte Proteine wurden Uber die gesamte Lauffront mit einem PAR-/MAR-
spezifischem Antikorper detektiert. Dabei zeigte sich das schwachste Signal in infizierten Proben.

78



Ergebnisse

HCoV-229E-infizierte Proben wiesen ein Signal bei einer GréRe von etwa 50 kDa auf, welches in
IFN-B-behandelten HCoV-229E-infizierten Zellen schwécher war. Ahnliche Signale wurden fiir das
HCoV-229E N-Protein detektiert.

Daruber hinaus wurde IRF3 und TBK1 detektiert. Fir IRF3 konnten drei Signale (55-60 kDa)
detektiert werden. Es wird davon ausgegangen, dass es sich dabei um nicht-phosphoryliertes,
hyper- und hypophosphoryliertes IRF3 [Robitaille et al., 2016] handelt. In nicht infizierten Proben
konnten diese Signale mit ahnlicher Intensitat erfasst werden. Infizierte MRC-5-Zellen zeigten die
starksten Signale fiir die kleinste (nicht-phosphoryliert) und die gréte (hyperphosphoryliert) der drei
Proteingrofien. Das mittlere Signal (hypophosphoryliert) wurde dabei kaum detektiert. Mit IFN-3
vorbehandelte infizierte Proben zeigten ebenfalls flr das kleinste bzw. das gréRte Signal die starkste
Intensitat. Die mittlere Proteingrofie wies im Vergleich mit der unbehandelten infizierten Probe eine
starkere Signalintensitat auf. TBK1 konnte in allen Proben unabhangig von einer Vorbehandlung

oder Infektion nachgewiesen werden. Die zugehdrige Quantifizierung ist Abbildung 4-31 zu
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Abbildung 4-31: Quantifizierung von TBK1 in MRC-5-Zelllysaten. Die Zellen wurden mit
IFN-B vorbehandelt und/oder HCoV-229E-infiziert. 48 hpi wurde die Gesamtproteinmenge
isoliert, anhand ihrer GroRe aufgetrennt und mit einem TBK1-spezifischen Antikérper
detektiert. Als Kontrolle wurde Beta-Aktin mitgefihrt. Die Detektion erfolgte mittels HRP-
konjugierter Sekundarantikdrper (anti-rabbit bzw. anti-mouse Immunoglobulin HRP pAK).
Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchsansatzen. Mittels t-Test
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede erfasst werden.

Die Quantifizierung zeigte, dass im Vergleich mit unbehandelten nicht infizierten Zellen in infizierten

Proben etwa ein Finftel und in IFN-B-behandelten Proben etwa ein Zehntel weniger Protein

detektiert werden konnte. Dabei konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

4.4.2 Proteinregulation in A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len wahrend einer HCoV-229E-

Infektion in Abhangigkeit von einer IFN-B3-Vorbehandlung

Aus A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen isoliertes Gesamtprotein (100 pg) wurde auf HCoV-229E N-Protein,
MARYylierte und PARYylierte Proteine, PARP9, TBK1, IRF3, FRA1 und Beta-Aktin mittels Western
Blot analysiert (Abbildung 4-32). Die Zellen wurden 16 h IFN-B-vorbehandelt und/oder mit
HCoV-229E WT bzw. MacD-Mutanten infiziert. ADP-ribosylierte Proteine konnten in allen Proben

Uber die gesamte Lauffront detektiert werden. Wahrend infizierte Proben ein spezifisches Signal bei
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einer GroRe von ca. 50 kDa aufwiesen, konnte in IFN-B-behandelten infizierten Proben dieses
Signal kaum bzw. nicht detektiert werden. Zuvor wurde in MRC-5-Zellen ebenfalls ein geringeres
Signal in infizierten und IFN-B-vorbehandelten Proben beobachtet (Abbildung 4-30). Die starkste
Signalintensitat konnte in den HCoV-229E_AMacD- und HCoV-229E_N1357Q-infizierten Proben
erfasst werden. Nach einer vorherigen IFN-B-Zugabe wurde in jenen Proben ein schwaches Signal
detektiert. Die schwachsten bzw. kaum Signale wurden in behandelten HCoV-229E und
HCoV-229E_N1305A-infizierten Proben ermittelt. Keine Detektion erfolgte in nicht infizierten
Proben. Eine weitere Bande zeigte sich bei einer GréRe von ca. 70 kDa. Diese ist unabhangig von
einer IFN-B-Vorbehandlung in nicht infizierten Proben stérker als in infizierten Proben. Schwachere
Signale wurden fur Proteine mit einer GroRe von ca. 120, 140 und 180 kDa in allen Proben
detektiert.

Das virale N-Protein wurde in unbehandelten infizierten Proben bei einer Gréle von ca. 50 kDa
detektiert. Das starkste Signal wurde fir HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E N1357Q
verzeichnet. In IFN-B-behandelten und infizierten Proben wurde kaum ein Signal detektiert.
Allerdings sind die Signale in den HCoV-229E WT- oder MacD-Mutanten-infizierten Proben
insbesondere in unbehandelten Proben vergleichbar mit denen der ADP-ribosylierten Proteine bei

einer Grofde von ca. 50 kDa.

Basierend auf den vorangegangenen Genexpressionsanalysen wurden die Proteinlevel von
PARP9, FRA1, TBK1 und IRF3 analysiert. Eine deutlich starkere Signalintensitat wurde fir PARP9
in IFN-B-behandelten im Vergleich mit nicht behandelten Proben detektiert. Die starksten Signale
wurden in mit HCoV-229E-MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_N1357Q) infizierten Proben beobachtet. IFN-B-behandelte nicht infizierte und
HCoV-229E-infizierte Proben wiesen etwa die gleiche Signalintensitat auf. Ein schwacheres Signal

wurde in allen unbehandelten Proben detektiert.

Fur FRA1 konnte das starkste Signal in IFN-B-behandelten Zellen detektiert werden. Eine ahnliche
Signalintensitat wurde in unbehandelten nicht infizierten Zellen nachgewiesen. Unbehandelte
infizierte Zellen wiesen eine schwachere Signalintensitat auf. Das geringste Signal wurde fir
HCoV-229E_AMacD- bzw. HCoV-229E_N1357Q-infizierte Proben detektiert.

TBK1 konnte in allen Proben detektiert werden. Die starkste Signalintensitat wiesen IFN-[3-
behandelten Proben auf, welche mit einer der drei verwendeten MacD-Mutanten infiziert wurden.
Das schwachste Signal wurde in unbehandelten HCoV-229E-infizierten Proben detektiert. Analog
zu MRC-5-Zellen konnte keine signifikante Anderung durch IFN-B oder HCoV-229E beobachtet

werden.

Der verwendete IRF3-Antikorper detektierte sowohl nicht-phosphoryliertes als auch hyper- und
hypophosphoryliertes IRF3 [Robitaille et al., 2016]. Fir unbehandelte und nicht infizierte Proben
konnte das starkste Signal fur hypophosphoryliertes IRF3 (mittlere Bande) detektiert werden. In
HCoV-229E-infizierten Proben konnte eine Verringerung dieses Signals weitgehend unabhangig

von der IFN-B-Vorbehandlung nachgewiesen werden. Unbehandelte Proben, welche mit
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HCoV-229E-MacD-Mutanten infiziert wurden zeigten hingegen ein starkeres Signal fir
hyperphosphoryliertes IRF3 (oberste Bande). In IFN-B-behandelten Proben konnte im Allgemeinen
ein schwacheres IRF3-Signal detektiert werden. In nicht infizierten vorbehandelten Proben wurde
hypophosphoryliertes IRF3 am starksten detektiert. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den
Beobachtungen in MRC-5-Zellen, in welchen in infizierten Proben weniger hypophosphorliertes, als
hyper- und nicht-phosphoryliertes (unterste Bande) IRF3 detektiert wurde. Wahrend in
AB549CD13+TMPRSS2+_7Zg|len fiir HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1305A ahnliche
Signalintensitaten fiir nicht-phosphoryliertes, hypo- bzw. hyperphosphoryliertes IRF3 detektiert
wurden, war in HCoV-229E_N1357Q vermehrt nicht-phosphoryliertes und hyperphosphoryliertes
IRF3 detektierbar.
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Abbildung 4-32: Proteinregulation in A549CP13+/TNPRSS2+_7a|len wihrend der Infektion
mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in Abhéngigkeit von einer Vorbehandlung mit
IFN-B. Die Zellen wurden mit IFN-B vorbehandelt (16 h) und/oder HCoV-229E-infiziert (MOI
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von 0,1 bei 33 °C). 48 hpi wurde die Gesamtproteinmenge isoliert. Fir den Western Blot
wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein auf einem 9 % SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte fir ADP-ribosylierte Proteine, virales
N-Protein, PARP9, FRA1, TBK1, IRF3 und Beta-Aktin unter Verwendung von HRP-
konjugierten Sekundarantikdrpern.

4.5 Erzeugung von Knockdown- bzw. Knockout-Zellen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle humaner PARPs, insbesondere von PARP7 im
Zusammenhang mit der zellularen Immunantwort auf HCoV-229E WT und MacD-Mutanten, zu
untersuchen. Daflr wurde versucht, die Expression von PARPs in verschiedenen Zelltypen zu
verringern. Ein siRNA-basierter Knockdown (KD) sowie ein CRISPR/Cas9-basierter Knockout (KO)
von PARP7 und/oder PARP9 flihrte zu unspezifischen Genexpressionsanderungen bzw.
Wachstumsdefiziten in MRC-5-Zellen. In den nachfolgenden Kapiteln soll daher ausschlieRlich auf
die Etablierung einer A549CD13+TMPRSS2+_7gllinie eingegangen werden, bei welcher mittels
CRISPR/Cas9-System lediglich ein PARP7-KD erzeugt werden konnte.

4.5.1 Validierung von A549CDP13+/TMPRSS2*_Knockdown-Zellen

Die Herstellung einer PARP7-KD-Zelllinie (Kapitel 3.2) erfolgte in Kooperation mit dem Rudolf-
Buchheim-Institut fur Pharmakologie (GieRen). Jeweils drei sgRNAs (Anhang Abbildung 7-1)
wurden generiert und separat transduziert. Im Anschluss erfolgte die Validierung mittels Sanger-
Sequenzierung und auf Proteinebene mittels Western Blot (Abbildung 4-33). Letztere Analyse
diente zur Charakterisierung der sgRNA, welche zur starksten Verringerung des PARP7-
Proteinlevels fuhrte. Beta-Aktin wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Die Sequenzierung diente zur

Bestatigung einer eingefligten Leserasterverschiebung.

A
PARP7 sgRNA1 - + - -
PARP7 sgRNA2 - -+ -
PARP7 sgRNA3 - - - +
[kDa]
100 —
anti-PARP7
04 - - -
55 —
- e o = anti-ActB
40 —
M 1 2 3 4
B L D L v F E L v N 0
PARP7 CTTGACCTIEGTG TTTGAGTTGGGGAACC CAG

PARP7sgRNA3 C T TGACCTCGTGGBGTTTGAGCTGGAGAAMACCAG
L D L \Y% \Y 3 A G E P

Abbildung 4-33: Validierung von PARP7-KD in AB49CP13+TMPRSS2+ Zallen. Zur
Bestimmung der Proteinmenge (A) wurden jeweils 50 ug Gesamtprotein auf einem 9 % SDS-
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PAA-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion von PARP7
(rabbit Anti-PARP7 pAK) und Beta-Aktin (mouse beta Actin Antibody (C4)) erfolgte mittels
HRP-gekoppelten Sekundarantikérper (anti-rabbit Immunoglubulin HRP pAK bzw. anti-
mouse Immunoglobulin HRP pAK). Der Nachweis auf mMRNA-Ebene nach Transduktion von
PARP7 sgRNA3 erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung (B). Blau hinterlegt ist die
verwendete sgRNA-Sequenz. Die Sequenzanderungen sind fett gedruckt und der
zugehdrige Bereich rot markiert.
Aufgrund der limitierten Verfugbarkeit des Antikdrpers, der fir die Detektion von PARP7 verwendet
wurde, konnte keine Quantifizierung durchgefiihrt werden. Die Validierung von PARP7 sgRNA3
erfolgte deshalb auf mMRNA-Ebene mittels Sanger-Sequenzierung. Dabei konnten Veranderungen
der Zielsequenz identifiziert werden (Abbildung 4-33B), welche zu einer Leserasterverschiebung

flhrten.

4.5.2 Wachstumsanalyse von HCoV-229E in A549CD13+/TMPRSS2+_p ARP7-KD-

Zellen

Zusatzlich zu den in Kapitel 4.1.2 dargestellten A549CD13+/TMPRSS2+_7g]len wurden A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit PARP7-KD mit IFN-B vorbehandelt und/oder mit HCoV-229E WT bzw. ausgewahlten
MacD-Mutanten infiziert. Die Replikationseffizienz von HCoV-229E 48 hpi wurde mittels Plaque-
Assay in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung analysiert (Abbildung 4-34). HCoV-229E-
infizierte A549CD13+/TMPRSS2+_Zgallen mit PARP7-KD wiesen einen Virustiter von 106 PFU/ml in

unbehandelten bzw. 103 PFU/ml in IFN-B-behandelten Proben auf.

* s *
T

IFN-B - +
HCoV-220E  WT v
° ,b& 9

Virustiter 48 hpi
[PFU/mI]

Abbildung 4-34: Replikation von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in
AB549CP13+TMPRSS2+_Zallen mit PARP7-KD abhingig von einer vorherigen IFN-B-
Behandlung. A549CP13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD wurden infiziert (grau) bzw. IFN-B-
vorbehandelt (16 h) und infiziert (blau). Die Infektion erfolgte mit HCoV-229E,
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q
und HCoV-229E_N1357S jeweils mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Der Virustiter [PFU/ml]
wurde mit Hilfe von Plaque-Assays in Huh-7-Zellen 48 hpi ermittelt. Aufgetragen sind die
Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchsansatzen (Mittelwert + SEM). Statistisch
signifikante Unterschiede wurden mittels t-Test bestimmt (*p < 0,05, **p <0,005). Der
Vergleich erfolgte zwischen unbehandelten und IFN-B-behandelten mit HCoV-229E WT bzw.
MacD-Mutanten infizierten Zellen.

Mit HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierte A549CD13+TMPRSS2+_ 7Zgllen mit PARP7-KD wiesen

Virustiter von 105-108 PFU/ml auf. Eine IFN-B-Vorbehandlung resultierte in geringeren Virustiter von
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103 PFU/ml. Signifikante Unterschiede durch die Behandlung wurden fiir HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S festgestellt. Im Vergleich mit A549CD13+/TMPRSS2+.
Zellen (Abbildung 4-4B) sind die Virustiter etwas niedriger, weisen jedoch eine ahnliche Tendenz

auf.

4.5.3 Differentielle Genexpression in A549CD13*TMPRSS2+ Zallen  mit
PARP7-KD in Abhangigkeit von einer HCoV-229E-Infektion und/oder
IFN-B-Vorbehandlung

Analog zu der Analyse von A549CD13+TMPRSS2+ Zellen, wurde die Genexpression von
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen mit PARP7-KD ausgewertet. Die Infektion erfolgte mit HCoV-229E WT
bzw. MacD-Mutanten in Abhangigkeit von einer Vorbehandlung mit IFN-f fiir 16 h vor der Infektion.
Es wurde eine MOI von 0,1 bei 33 °C verwendet. Das Virusinokulum wurde 1 hpi durch frisches
Vollmedium ersetzt. 48 hpi wurde die RNA fiir die Next-Generation-Sequenzierung isoliert. Eine
Ubersicht der differentiellen Genregulation ist in Abbildung 4-35 dargestellt. Insgesamt wurden 2653
Gene signifikant vermehrt (Log2FoldChange =2) bzw. verringert (Log2FoldChange < -2)
exprimiert. Dabei konnten Unterschiede der Genregulation in den IFN-B-behandelten und nicht
behandelten bzw. mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten infizierten Proben detektiert werden. In
vorbehandelten Proben wurden weniger signifikant differentiell exprimierte Gene erfasst. Zusatzlich
konnten Unterschiede zwischen mit HCoV-229E WT bzw. MacD-Mutanten infizierten
AB49CD13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD festgestellt werden. Die Heatmap in Abbildung 4-35A zeigt
die groBte Ubereinstimmung der differentiell exprimierten Gene fir HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S. Ein &hnliches Expressionsprofil wurde fur
HCoV-229E_AMacD-infizierte Proben detektiert. Fir HCoV-229E_N1305A wurden weniger
differentiell regulierte Gene beobachtet. Allerdings konnte insbesondere in IFN-B-behandelten
Proben fiir HCoV-229E_N1305A die grofte Ubereinstimmung mit HCoV-229E nachgewiesen

werden.

Etwa ein Flnftel der Gene (514) zeigte eine differentielle Expression in unbehandelten HCoV-229E-
infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD. Davon wurden 421 Gene vermehrt exprimiert.
In IFN-B-vorbehandelten Zellen wurden 122 dieser und 125 zusatzliche Gene vermehrt detektiert
(Abbildung 4-35B). Ubereinstimmungen hinsichtlich der Genregulation konnten auch fiir die
verwendeten MacD-Mutanten nachgewiesen werden (Abbildung 4-35C, Abbildung 4-35D). Dabei
wurden in unbehandelten Zellen 10 Ubereinstimmende Gene vermehrt exprimiert, wahrend in
vorbehandelten Proben 3 Gene detektiert wurden. Auffallig ist die Anzahl Ubereinstimmender
vermehrt exprimierter Gene in  AB4QCD13+/TMPRSS2+_Zgllen mit PARP7-KD, die mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S infiziert wurden. In
unbehandelten Proben konnten 148 und in behandelten Zellen 121 Ubereinstimmende Gene

detektiert werden. Lediglich 16 dieser Gene wurden unabhangig von der IFN-B-Behandlung erfasst.
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Abbildung 4-35: Genexpressionsanalyse von IFN-B-vorbehandelten und/oder
HCoV-229E-infizierten A549CP13+/TMPRSS2+_Zellen mit PARP7-KD. Die Zellen wurden 16 h
mit IFN-B vorbehandelt und/oder mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q,
HCoV-229E_N1357S) mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert. Mittels Next-Generation-
Sequenzierung wurde die Genexpression 48 hpi analysiert und ausgewahlte Gene (p-Wert
= 1,3 und Log2FoldChange = 2 bzw. < -2) als Heatmap (A) dargestellt. Nicht signifikant
regulierte Gene sind grau gekennzeichnet. Eine Ubereinstimmung vermehrt exprimierter
Gene (p-Wert = 1,3 und Log2FoldChange = 2) in HCoV-229E-infizierten Proben abhangig
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von einer IFN-B-Vorbehandlung ist als Venn-Diagramm (B) abgebildet. Nach der Infektion
mit HCoV-229E-MacD-Mutanten verstarkt exprimierte Gene wurden verglichen.
Ubereinstimmungen in  nicht behandelten (C) bzw. IFN-B-behandelten (D)
AB49CD13+TMPRSS2+ 7ellen mit PARP7-KD sind als UpSet-Diagramm dargestellt.

4.5.3.1 Differentielle Genexpression von PARPs
Eine detailliertere Analyse 48 hpi der Datensatze der Next-Generation-Sequenzierung bzw.
RT-gPCR ist in den nachfolgenden Kapiteln ausgefiihrt. Die Auswertung sollte Aufschluss Uber die

Auswirkungen einer verringerten bzw. fehlerhaften PARP7-Genexpression auf andere PARPs und

mit PARP7-assoziierte Gene geben.
Infektion mit HCoV-229E

Der NGS-Datensatz wurde analog den Daten fir MRC-5-, A549CD13+/TMPRSS2+. nd differenzierten

THP-1-Zellen analysiert. Die Darstellung erfolgte in Vulkanplots (Abbildung 4-36).
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15077 4097 : 1590 1507 47 : a7 150 10 : 631
0 : 2 0 : 1 0 ; 6
3100 5100~ S100-
] ® ©
> > > .
[eX o a :
> > o :
S 50 S 50 S 50 : PARP13S
. : - : / PARPY
: PARP14
: PARP10
E é&\\gﬂz
0 0 ;
-10 0 10
Log, difference Log, difference Log, difference

Abbildung 4-36: Genexpression in A549CP13+TVPRSS2* Zallen mit PARP7-KD in
Abhéngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine
Behandlung mit IFN- erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind regulierte PARPs. In den Vulkanplots ist der
Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen mit nicht infizierten
(mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-B-Behandlung im Vergleich mit
unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-3-behandelter Zellen ohne bzw. mit
anschlieBender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
In HCoV-229E-infizierten AB549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD wurde eine vermehrte
Expression von PARP7 und PARP13S detektiert (Abbildung 4-36A). Darlber hinaus wurden
weitere 1588 Gene vermehrt und 1097 verringert exprimiert. IFN-B-behandelte Zellen zeigten eine
vermehrte PARP10-Expression (Abbildung 4-36B). Die HCoV-229E-Infektion vorbehandelter Zellen
wies eine gesteigerte Regulation von 631 Genen, darunter PARP13S, PARP9, PARP14, PARP10,
PARP7 und PARP12 auf (Abbildung 4-36C). Die Anzahl signifikant differentiell exprimierter Gene
ist im Vergleich mit A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len ohne PARP7-KD (Abbildung 4-15) hoher, wobei die
Expression der PARPs ahnlich ist. Lediglich PARP13S wurde in infizierten Proben, PARP10 in
IFN-B-behandelten und PARP7 in vorbehandelten und infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_Zellen mit

PARP7-KD zuséatzlich detektiert.
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Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Mittels Next-Generation-Sequenzierung wurden A549CD13+TMPRSS2+.7ellen mit PARP7-KD nach
Infektion mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357S, HCoV-229E_N1357Q) analysiert. Nachfolgend
wurden die Ergebnisse flir HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q
(Abbildung 4-37) dargestellt.
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Abbildung 4-37: Genexpression in A549CD13*/TMPRSS2 Zallen mit PARP7-KD in
Abhéngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E-
MacD-Mutanten. Eine Behandlung mit IFN-f erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI
von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die
regulierten PARPs fir die Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A bzw.
HCoV-229E_N1357Q. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion (oben) und die
Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht infizierten (mock)
AB549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch-
bzw. herunterregulierter PARP-Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
Die Infektionen mit den drei MacD-Mutanten zeigt deutliche Unterschiede auf. In unbehandelten
Zellen, welche mit HCoV-229E_AMacD infiziert wurden, zeigt sich eine gesteigerte Expression von
PARP7, PARP5a, PARP13S, PARP6 und PARPS. Insgesamt wurden jeweils mehr als 2200 Gene
verringert und vermehrt exprimiert. Eine ahnliche Genregulation wurde in HCoV-229E_N1357Q-
infizierten Proben detektiert. Zusatzlich wurden PARP14, PARP12, PARP9 und PARP10 vermehrt
nachgewiesen. Deutlich weniger Regulation wurde in Zellen detektiert, welche mit
HCoV-229E_N1305A infiziert wurden. Neben 1306 vermehrt exprimierten Genen konnte
ausschlieBlich PARP7 vermehrt detektiert werden. In vorbehandelten A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len mit

PARP7-KD wurden insbesondere in HCoV-229E_N1305A-infizierten Proben eine Vielzahl von
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PARP-mRNAs vermehrt detektiert. Dazu zahlen PARP9, PARP13S, PARP7, PARP14, PARP10
und PARP12 und weitere 495 Gene. Diese PARPs wurden auch in HCoV-229E_AMacD- bzw.
HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen vermehrt erfasst. Zusatzlich konnte in beiden Proben
PARP8 vermehrt detektiert werden. Ein Vergleich mit (vorbehandelten) HCoV-229E-infizierten
Zellen ist dem Anhang (Abbildung 7-14) zu entnehmen. Wahrend in nicht behandelten Zellen keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden konnten, zeigte sich eine vermehrte Expression von
PARP8 in HCoV-229E_AMacD-infizierten bzw. PARP8 und PARP7 in HCoV-229E_N1357Q-
infizierten Proben. Die Gesamtanzahl signifikant regulierter Gene, darunter auch PARPSs, ist in
AB49CD13+TMPRSS2+. 7e|len mit PARP7-KD hoher als in Zellen ohne PARP7-KD (Abbildung 4-16).

Zusatzlich wurde RNA aus vorbehandelten und/oder infizierten A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen mit
PARP7-KD mittels RT-gPCR und NGS insbesondere auf die PARP7-Expression gegentibergestellt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-38 dargestellt.

A . - 5 .
32 _ _ ) =
z 16 - B Lo gti
o . a
= 8| o 2
Q o
< 4 G
= =
x 2 [&]
£ 3 1
E o1 111 &
o : S
£05 5
IFN-B e T S S S S IFN-B + -+ - 4+ - o+ -+ -+ -+
HCoV-229E - WT Q Y & 4O 49 HCoV-229E - WT L Y & 0 5
CoV-229 & fbéo rg;\ ngS\ fbé CoV-229 S %Qb njg\ .—,_.,6\ rgs\
RN N N N = X N N N
v = = v < - <

Abbildung 4-38: PARP7-Expression in A549CD13*/TMPRSS2+ Zallen mit PARP7-KD in
Abhéangigkeit von einer IFN-B-Behandlung und der Infektion mit HCoV-229E WT bzw.
MacD-Mutanten. Eine IFN-B3-Behandlung erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von
0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und mittels RT-gPCR (A) bzw. NGS (B) analysiert.
Dargestellt sind jeweils drei unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert + SEM). Eine
signifikante Expression in RT-gPCR-Daten wurden mittels t-Test ermittelt (*p < 0,05,
**p £ 0,005). Fur den NGS-Datensatz wurden ausschlief3lich signifikante Log2FoldChange
aufgetragen (-log10(p-Wert) = 1,3).
Mittels RT-gPCR (Abbildung 4-38A) wurde eine verringerte Expression von PARP7 in IFN-B-
behandelten nicht infizierten Zellen ermittelt. In allen infizierten Proben wurde unabhangig von der
Vorbehandlung mit IFN-B eine Zunahme der PARP7-Expression detektiert. Dabei zeigte die
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E_N1305A eine geringere
Expression von 6-16 FoldChange als in HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- und
HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen (> 16 FoldChange). Zuséatzlich wurde in Mutanten an
Position N1357 in vorbehandelten Proben mehr PARP7 detektiert als in unbehandelten Proben.
Weniger Expression wurde in vorbehandelten Zellen, welche mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD
oder HCoV-229E_N1305A infiziert wurden, detektiert. Sowohl in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zallen mit und
ohne PARP7-KD konnte eine erhdhte PARP7-Expression detektiert werden (Abbildung 4-17,
Abbildung 4-38A). Aus dem NGS-Datensatz (Abbildung 4-38B) wurden ausschliellich signifikante

PARP7-Regulationen aufgetragen. Eine signifikante differentielle Expression konnte fir alle
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infizierten A549CD13+TMPRSS2+_Zellen mit PARP7-KD erfasst werden. Vorbehandelte Proben zeigten
keine signifikante differentielle PARP7-Expression. Die Genexpression nach Infektion mit
HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E N1305A wies Unterschiede nach der IFN-B-
Behandlung auf. Die Expression ist in vorbehandelten Zellen geringer als in unbehandelten Zellen.
HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- oder HCoV-229E_N1357S-infizierte Zellen zeigten
ohne und mit IFN-B-Vorbehandlung vergleichbare PARP7-Expressionslevel mit einem

Log2FoldChange von rund 4.
4.5.3.2 Differentielle Genexpression von PARP7-assoziierten Genen

Zuséatzlich zu PARPs wurde die Genexpression von PARP7-assoziierten Genen analysiert. Eine
signifikante Regulation von TBK1, FRA1, RIG-I, MDA5, MAVS, p50, p65, IRF1, IRF3, IRF7, NEMO,
IKKa, IKKB, IKKe, IKKk, DTX3L, IFNAR1, IFNAR2, IFNLR1 und IFN-a Subtypen, IFN-B, IFN-A
Subtypen wurde in den nachfolgenden Vulkanplots farblich hervorgehoben. Diese Auswertung
sollte Aufschluss Uber das Zusammenspiel von PARP7 und PARP7-assoziierten Genen,

insbesondere bei einer durch PARP7-KD veranderten Expression, geben.
Infektion mit HCoV-229E

Der Einfluss der HCoV-229E-Infektion von A549CD13+TMPRSS2+ Zgllen mit PARP7-KD auf die
Genexpression von PARP7-assoziierten Genen wurde abhangig von einer IFN-B-Vorbehandlung
analysiert. Zusatzlich wurde die Regulation durch die IFN-B-Stimulation detektiert. Die Analysen
sind in Abbildung 4-39 dargestellt.
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Abbildung 4-39: Genexpression in A549CP13*/TMPRSS2 Zallen mit PARP7-KD in
Abhéngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine
Behandlung mit IFN-3 erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARP7-assoziierten
Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten
Zellen verglichen mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch die IFN-B-
Behandlung im Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich IFN-3-
behandelter Zellen ohne bzw. mit anschlielRender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-)
Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand
vermerkt.
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Infizierte A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD zeigten eine vermehrte Expression von 1590
Genen, wie beispielsweise p50, FRA1, MDA5, RIG-I und IRF7. Parallel dazu wurden 1097 mRNAs
geringer exprimiert. Vorbehandelte Zellen wiesen 17 verringert und 37 vermehrt exprimierte Gene
auf. Von den ausgewahlten Genen wurde IRF7 vermehrt detektiert. Nach der Infektion IFN-3-
vorbehandelter Zellen wurden 10 Gene verringert und 631 Gene vermehrt detektiert. Dabei wurden
MDA5, RIG-l, DTX3L, IRF7, FRA1 und p50 vermehrt nachgewiesen. Im Gegensatz zu
AB49CD13+TMPRSS2+_7allen ohne PARP7-KD (Abbildung 4-24) wurden zusétzliche Gene vermehrt

exprimiert.
Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Neben HCoV-229E-infizierten Proben wurden A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen mit PARP7-KD auch nach
der Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q) abhangig von einer IFN-B-Vorbehandlung ausgewertet. Die zugehdrigen
Vulkanplots sind in Abbildung 4-40 dargestellt.
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Abbildung 4-40: Genexpression in A549CP13+/TMPRSS2+ Zellen in PARP7-KD in
Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E-
MacD-Mutanten. Eine Behandlung mit IFN-3 erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI
von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind PARP7-assoziierte
Gene fur die Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E N1305A bzw.
HCoV-229E_N1357Q. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in
unbehandelten Zellen verglichen mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch
die IFN-B-Behandlung im Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich
IFN-B-behandelter Zellen ohne bzw. mit anschlielRender Infektion (C) abgebildet. Die
(Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen
Abbildungsrand vermerkt.
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In  AB4QCD13+TMPRSS2+_Zgllen mit PARP7-KD, welche mit HCoV-229E-MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E_N1357Q) infiziert wurden, konnten
p50 und FRA1 in allen unbehandelten und IFN-B-behandelten Proben detektiert werden. In
unbehandelten Proben wurde zusatzlich MDAS in allen infizierten Proben vermehrt exprimiert. Die
geringste Regulation wurde in HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen nachgewiesen. Rund 1300
Gene wurden vermehrt und 753 Gene verringert exprimiert. Im Vergleich damit zeigten Proben,
welche mit HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E_N1357Q infiziert wurden eine Regulation mehr
als doppelt so vieler Gene. In beiden Proben wurden jeweils mehr als 2200 Gene vermehrt bzw.
verringert detektiert. HCoV-229E_AMacD- bzw. HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen wiesen
neben FRA1, p50 und MDAS5, auch RIG-I, IRF7, TBK1 und DTX3L vermehrt auf. IRF3 wurde
verringert in HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen detektiert. Nach der Vorbehandlung der Zellen
wurden weniger regulierte Gene erfasst. Behandelte und HCoV-229E_N1305A-infizierte Proben
zeigten eine gesteigerte Expression von MDAS5, RIG-I, DTX3L, IRF7, FRA1 und p50. Insgesamt
wurden 501 Gene vermehrt bzw. 18 Gene verringert detektiert. Eine vermehrte Regulation von
Genen wurde in den beiden anderen MacD-Mutanten beobachtet. Dabei wurden jeweils mehr als
1400 Gene vermehrt detektiert. Dazu zahlten MDAS5, RIG-I, p50, FRA1, IRF7 und DTX3L in
HCoV-229E_AMacD-infizierten bzw. diese mMRNAs und IKBKE in HCoV-229E_N1357Q-infizierten
Zellen. Im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen wurden signifikante Unterschiede in der
Genregulation fur HCoV-229E_N1357Q-infizierte Proben erfasst (Anhang Abbildung 7-15). Eine
vermehrte Expression der ausgewahlten Gene wurde in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD

im Vergleich mit Zellen ohne PARP7-KD (Abbildung 4-25) beobachtet.

4.5.4 Proteinregulation in A549CD13+/TMPRSS2+_7a|len mit PARP7-Knockdown

Um Abweichungen bzw. Ubereinstimmungen auf Proteinebene zu analysieren, wurden die Level
von ADP-ribosylierten Proteinen, viralem HCoV-229E-N-Protein, PARP9-, FRA1-, IRF3- und TBK1-
Protein in Lysaten von AB54QCP13+TMPRSS2+_7gllen mit PARP7-KD detektiert (Abbildung 4-41).
Zusatzlich wurde der Einfluss einer IFN-B-Vorbehandlung naher betrachtet. Als Kontrollprotein
wurde Beta-Aktin in allen Proben nachgewiesen. ADP-ribosylierte Proteine wurden mit einem mono-
und poly-ADP-Ribosylierung-spezifischen Antikdrper detektiert. Die Signalintensitat ist in IFN-3-
vorbehandelten Zellen geringer als in unbehandelten Zellen. Auffallig sind wie auch in Zellen ohne
PARP7-KD zwei Banden bei einer Grof3e von ca. 70 und 50 kDa. Das gréRere dieser beiden
Proteine konnte in infiziertem und nicht infiziertem Probenmaterial detektiert werden, wobei die
starkste Signalintensitat fur HCoV-229E-infizierte Zellen ohne IFN-B-Vorbehandlung bzw.
behandelte HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen detektiert wurde. Die ADP-Ribosylierung eines
bzw. mehrerer Proteine bei 50 kDa konnte ausschlief3lich in infizierten Proben gezeigt werden.
Behandelte Proben wiesen im Vergleich mit unbehandelten Proben ein schwacheres Signal auf.

Diese Signale sind vergleichbar mit denen der Detektion des viralen N-Proteins.

Die Detektion von PARP9 zeigte kein Signal in unbehandelten infizierten und nicht infizierten
Proben. In IFN-B-vorbehandelten nicht infizierten bzw. HCoV-229E-infizierten Zellen konnte ein

Signal bei einer Grofle von ca. 100 kDa erfasst werden. Ein starkeres Signal wurde fur IFN-B-
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behandelte und mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E_N1357Q
infizierten Proben detektiert. Die Signalintensitat von vorbehandelten HCoV-229E-infizierten Proben
war im Vergleich mit nicht infizierten Zellen etwas starker. Im Allgemeinen kann festgehalten
werden, dass das starkste Signal fir PARP9 in IFN-B-behandelten A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len ohne

bzw. mit PARP7-KD detektiert wurde (Abbildung 4-32, Abbildung 4-41).

Darlber hinaus wurden FRA1-, TBK1- und IRF 3-Proteinlevel analysiert. Ein Signal fir FRA1 konnte
bei einer GroRe von etwa 42-45kDa detektiert werden. Die starkste Detektion erfolgte in
vorbehandelten Proben unabhangig von einer nachfolgenden Infektion. Unbehandelte nicht
infizierte Proben wiesen ein schwacheres Signal auf. Die geringste Signalintensitat wurde in
unbehandelten mit HCoV-229E bzw. HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten Proben detektiert.

TBK1-Protein konnte in unbehandelten nicht infizierten bzw. HCoV-229E-infizierten Proben
verglichen mit allen anderen Proben verringert detektiert werden. Allerdings ist die Signalintensitat
von Beta-Aktin in diesen beiden Proben ebenfalls etwas geringer. In behandelten Proben ist die
Signalintensitat starker als in unbehandelten Proben. Ein dhnlicher Trend lieR sich auch fir IRF3
erkennen. Im Vergleich mit behandelten Proben wurden geringere Signalintensitaten fir nicht-
phosphoryliertes IRF3 in unbehandelten Proben nachgewiesen. In IFN-B-vorbehandelten Zellen
zeigte sich eine héhere Signalintensitat fur IRF3 im nicht-phosphorylierten Zustand, obwohl auch

Signale fur hypo- und hyperphosphoryliertes IRF3 detektiert werden konnten.

Verglichen mit A549CD13+TMPRSS2+_7gllen ohne PARP7-KD erschienen die Proteinlevel fiir TBK1 und
FRA1 ahnlich. Im Gegensatz dazu wurde in Zellen ohne PARP7-KD im Allgemeinen weniger Signal
fur IRF3 detektiert, wahrend Zellen mit PARP7-KD insbesondere in IFN-B-behandelten (infizierten)
Proben mehr nicht-phosphoryliertes als hyper- bzw. hypophosphoryliertes IRF3 detektiert wurde
(Abbildung 4-32, Abbildung 4-41).
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Abbildung 4-41: Proteinregulation in A549CD13+TMPRSS2+ Zallen mit PARP7-KD wéhrend
der Infektion mit HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in Abhdngigkeit von einer
Vorbehandlung mit IFN-B. Die Zellen wurden mit IFN-3 vorbehandelt (16 h) und/oder
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HCoV-229E-infiziert (MOl 0,1). 48 hpi wurde die Gesamtproteinmenge isoliert. Fir den
Western Blot wurden jeweils 100 yg Gesamtprotein auf einem 9 % SDS-PAA-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte fur ADP-
ribosylierte Proteine, virales N-Protein, PARP9, TBK1, IRF3, FRA1 und Beta-Aktin unter
Verwendung von HRP-konjugierten Sekundarantikdrper.
Auf Proteinebene konnte unter anderem eine Veranderung der IRF3-Phosphorylierung abhangig
von einem PARP7-KD und/oder einer IFN-B-Vorbehandlung nachgewiesen werden. Um deren
Auswirkungen auf die IRF3-induzierte Immunantwort zu analysieren wurde die IFN-Freisetzung im

Zellkulturiberstand gemessen.

4.6 Interferonfreisetzung in A549CDP13+TMPRSS2*_Zgllen ohne bzw. mit
PARP7-KD in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung
und/oder HCoV-229E-Infektion

Die IFN-B-Konzentration wurde in Zellkulturiberstdnden von IFN-B-vorbehandelten und/oder
HCoV-229E-infizierten MRC-5- und A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen (mit bzw. ohne PARP7-KD) 48 hpi
analysiert, um mogliche Unterschiede in der IFN-vermittelten Immunantwort zu identifizieren. Die
Infektion erfolgte mit einer MOI von 0,1 fir HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S bei
33 °C. Die Freisetzung von IFN-B wurde mittels ELISA DuoSet detektiert (Kapitel 3.5.6). In MRC-5-
Zellen konnte keine IFN-B-Freisetzung detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Ausschlieflich fur
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen ohne bzw. mit PARP7-KD welche IFN-B-vorbehandelt und mit
HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten infiziert wurden, konnte IFN-B im Uberstand

nachgewiesen werden. In Abbildung 4-42A ist die IFN-B-Konzentration dargestellt.
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R-HSA-1280218: Adaptive Immune System

G0:1901224: positive regulation of non-canonical NF-kappaB signal transduction
R-HSA-5668541: TNFR2 non-canonical NF-kB pathway

WP5527: NF kB signaling and ARTD family members

G0:0035456: response to interferon-beta

G0:0035455: response to interferon-alpha

G0:0002698: negative regulation of immune effector process
GO:0046596: regulation of viral entry into host cell

G0:0050790: regulation of catalytic activity

M183: PID IL6 7 PATHWAY

G0:0043122: regulation of canonical NF-kappaB signal transduction
G0:1903131: mononuclear cell differentiation

G0:0001775: cell activation

G0:0002683: negative regulation of immune system process
R-HSA-877300: Interferon gamma signaling

R-HSA-9909505: Modulation of host responses by IFN-stimulated genes
G0:0009615: response to virus

GO:0009617: response to bacterium

G0:0002831: regulation of response to biotic stimulus

GO0:0002281: macrophage activation involved in immune response

Abbildung 4-42: IFN-B-Freisetzung und Genexpressionsanalyse von IFN-f-
vorbehandelten und HCoV-229E-infizierten = A549CDP13+/TMPRSS2+_7g]|en. Die
AB549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit bzw. ohne PARP7-KD wurden 16 h mit IFN-B vorbehandelt und
anschlieRBend mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S)
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mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C infiziert. Die IFN-B-Konzentration im Zellkulturiiberstand
wurde 48 hpi analysiert (A). Dargestellt sind drei unabhangige Versuchsansatze
(Mittelwert £ SEM). Statistisch signifikante Unterschiede wurden mittels t-Test kalkuliert und
fur den Vergleich von mit HCoV-229E WT bzw. MacD-Mutanten infizierten
AB549CD13+/TMPRSS2+_7e|len nachgewiesen (*p < 0,05). Fiir das Venn-Diagramm (B) wurde die
Anzahl vermehrt exprimierter 1SGs in  Ab4QCD13+/TMPRSS2+_7gllen, welche mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S infiziert wurden,
ohne (grau) bzw. mit (blau) IFN-B-Behandlung verwendet, um Unterschiede der
Genexpression zu analysieren (p-Wert = 1,3 und Log2FoldChange = 2). Eine Ubersicht der
in  IFN-B-behandelten und HCoV-229E _N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- oder
HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen vermehrt exprimierten ISGs ist als Heatmap (C)
dargestellt. Signalwege die in IFN-B-behandelten bzw. nicht behandelten infizierten Proben
reguliert wurden sind als Heatmap (D) aufgefihrt.

Auffallig ist, dass in Zellen mit PARP7-KD nach der Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD
oder HCoV-229E_N1305A eine IFN-B-Konzentration unter 30 pg/ml detektiert werden konnte,
wobei in Zellen ohne PARP7-KD kein IFN-B nachgewiesen werden konnte. Nach der Infektion mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder  HCoV-229E_N1357S  konnte in
A54QCD13+/TMPRSS2+_Zgllen mit oder ohne PARP7-KD IFN-B im Uberstand nachgewiesen werden. Die
geringste Menge von etwa 50 pg/ml wurde nach der Infektion mit HCoV-229E_N1357H gemessen.
Eine Konzentration von 125 bzw. 150 pg/ml wurde in vorbehandelten HCoV-229E_N1357S- bzw.
HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen verzeichnet. A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD

wiesen fiir diese Mutanten jeweils eine geringere IFN-B-Konzentration im Uberstand auf.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Genexpression in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen nach der
Infektion mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S in
Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (IFN-B-behandelten)
Kontrollen naher betrachtet. Zunachst wurden vermehrt exprimierte 1ISGs identifiziert, die spezifisch
fur diese drei MacD-Mutanten sind (Abbildung 4-42B). In unbehandelten Zellen wurden 212 Gene,
darunter 42 ISGs und in IFN-B-behandelten Zellen 147 Gene (64 1SGs) vermehrt exprimiert. Die
Einordnung der Gene als ISGs erfolgte anhand anderer Studien [OhAinle et al., 2018, Roesch et
al., 2018]. Alle Gene wiesen einen p-Wert =2 1,3 und Log2FoldChange = 2 auf. 61 ISGs und weitere
73 Gene wurden ausschlief3lich in vorbehandelten Zellen vermehrt exprimiert. In einer Heatmap
(Abbildung 4-42C) wurde die Expression dieser ISGs anhand einer Farbkodierung unabhangig der
zugehérigen p-Werte dargestellt. Ahnliche Expressionsmuster lieBen sich fir HCoV-229E und
HCoV-229E_N1305A, sowie HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
HCoV-229E_N1357S erfassen. HCoV-229E_AMacD zeigte mehr Ubereinstimmung mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S, als mit HCoV-229E oder
HCoV-229E_N1305A. Fir alle Infektionen wurde eine verringerte Expression nach
IFN-B-Vorbehandlung beobachtet. Zusatzlich wurde eine Signalweg-Analyse durchgefuhrt. Dabei
wurden verstarkt regulierte Gene (Log2FoldChange = 2, p-Wert = 1,3) als Input verwendet. Die
innerhalb der analysierten Proben am starksten abweichenden 20 Signalwege wurden in
Abbildung 4-42D dargestellt. Die meisten dieser Signalwege, wie beispielsweise die Regulation des
adaptiven Immunsystems (R-HSA-1280218) oder die Reaktion auf Zytokine (G0:0035456,
GO0:0035455, M183, R-HSA-877300, R-HSA-9909505) kdnnen mit der (antiviralen) Immunantwort

assoziiert werden. Auffallig ist, dass die aufgelisteten Signalwege in IFN-B-vorbehandelten und mit
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HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S
infizierten Proben reguliert wurden, wahrend keine oder eine geringe Regulation in diesen Proben
fur die Aktivierung von Makrophagen als Teil der Immunantwort (GO:0002281) erfolgte. Nach der
Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q,
HCoV-229E_N1357S oder einer IFN-B-Behandlung mit anschlieRender HCoV-229E- oder
HCoV-229E_N1305A-Infektion konnte eine geringere signifikante oder keine Signalwegregulation
(z. Bsp.: R-HSA-1280218, GO:0035456, GO0:0035455) erfasst werden. Unbehandelte mit
HCoV-229E oder HCoV-229E N1305A infizierte Proben wiesen die geringste Anzahl an regulierten
Signalwegen auf. Interessanterweise wurde insbesondere in vorbehandelten und mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S infizierten
AB49CD13+TMPRSS2+ 7 ellen der Signalweg WP5527 (NF-«B signaling and ARTD family members) am
starksten reguliert. Dieser wurde auch in unbehandelten Proben, welche mit den gleichen MacD-
Mutanten infiziert wurden, und in IFN-B-behandelten HCoV-229E_AMacD-infizierten Zellen
reguliert. Die Rolle der einzelnen PARPs innerhalb dieses Signalweges ist im Abbildung 5-1

dargestellt.

4.7 Analyse des PARP7-Inhibitors RBN-2397 in A549CD13+/TMPRSS2+_

Zellen

Um die Rolle von PARP7 insbesondere wahrend der Infektion ndher zu betrachten, wurden
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen mit dem PARP7-Inhibitor RBN-2397 (PARP7i, Atamparib) inkubiert.
Dieser Inhibitor bindet in der NAD*-Bindungstasche und blockiert dadurch die ADP-Ribosylierung
fur die NAD* bendétigt wird [Chambon et al., 1963, Gozgit et al., 2021]. Die eingesetzte Konzentration
von 7,8 nM wurde mittels MTT-Assay flir A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen ohne bzw. mit PARP7-KD
(Anhang Abbildung 7-16) und basierend auf publizierten Daten [Gu et al., 2023] festgelegt.
AB549CD13+TMPRSS2+_7g|len ohne bzw. mit PARP7-KD wurden mit RBN-2397 24 h vor der Infektion
behandelt. Im Anschluss wurden die Virustiter 48 hpi mittels Plaque-Assay fir mit HCoV-229E bzw.
HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierte Zellen bestimmt (Abbildung 4-43).
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Abbildung 4-43: Replikation von HCoV-229E WT und MacD-Mutanten in Abhangigkeit
von einer RBN-2397-Behandlung in A549CP13+/TMPRSS2+_Za|len (A) und A549CD13+/TMPRSS2+,
Zellen mit PARP7-KD (B). Die Zellen wurden mit HCoV-229E WT oder MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q,
HCoV-229E_N1357S) infiziert (grau) oder 24 h mit 7,8 nM PARP7i vorbehandelt und infiziert
(orange). Der Zellkulturiiberstand wurde 48 hpi auf Huh-7-Zellen titriert. Dargestellt sind drei
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unabhangige Versuchsansatze (Mittelwert £ SEM). Mittels t-Test konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
In beiden Zelllinien konnten keine signifikanten Unterschiede durch die Behandlung mit dem
PARP7-Inhibitor beobachtet werden. Auffallig ist, dass die Virustiter in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len mit
PARP7-KD etwa eine log-Stufe geringer sind als in A549CP13+/TMPRSS2+_7Zgllen. Letztere zeigten
ahnliche Virustiter wie RBN-2397-behandelte MRC-5-Zellen (Anhang Abbildung 7-17).

Mogliche Auswirkungen des PARP7-Inhibitors auf die Genexpression wahrend der HCoV-229E-
Infektion wurden in RBN-2397-behandelten und mit HCoV-229E bzw. HCoV-229E-MacD-Mutanten
infizierten A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen mit bzw. ohne PARP7-KD mittels NGS analysiert. Dabei sollte
Uberprift werden, ob andere PARPs die Funktion von inhibiertem PARP7 Gibernehmen und/oder
die Immunantwort reguliert wird. Die Expression von PARPs und die der zuvor beschriebenen

PARP7-assoziierten Gene wurde naher betrachtet.
Infektion mit HCoV-229E

AB49CD13+TMPRSS2+_7ellen zeigten eine Regulation von 11 verringert bzw. 13 vermehrt exprimierten
Genen in RBN-2397-behandelten Zellen (Abbildung 4-44B). Wahrend infizierte Proben eine
verstarkte Expression von PARP7 aufwiesen, wurde in vorbehandelten infizierten Zellen zusatzlich
PARP10, PARP9 und PARP8 vermehrt detektiert. Insgesamt wurden 744 Gene vermehrt und 19
Gene verringert nachgewiesen (Abbildung 4-44C).
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Abbildung 4-44: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7a|len in Abhangigkeit von einer
RBN-2397-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine Behandlung mit RBN-2397
erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der
Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen mit nicht infizierten
(mock) Proben (A), die Regulation durch die RBN-2397-Behandlung im Vergleich mit
unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich RBN-2397-behandelter Zellen ohne bzw.
mit anschlieRender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

In A54QCD13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD konnte keine Regulation von PARPs durch die
RBN-2397-Behandlung festgestellt werden (Abbildung 4-45B). In infizierten Zellen mit PARP7-KD

wurde eine groRere Anzahl regulierter Gene detektiert. Wahrend in HCoV-229E-infizierten Zellen
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eine vermehrte Expression von PARP7 und PARP13S detektiert wurde (Abbildung 4-45A), konnte

in vorbehandelten und infizierten Zellen zuséatzlich eine gesteigerte PARP9-Expression beobachtet
werden (Abbildung 4-45C).
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Abbildung 4-45: Genexpression in AB549CD13+TVMPRSS2* Zellen mit PARP7-KD in
Abhédngigkeit von RBN-2397-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine
Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA
wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulieten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen
mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch die RBN-2397-Behandlung im
Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich RBN-2397-behandelter
Zellen ohne bzw. mit anschlieBender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl
signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Zusatzlich zu regulierten PARPs wurde aulerdem die Regulation von PARP7-assoziierten Genen
naher betrachtet, welche mdglicherweise durch eine gehemmte PARP7-induzierter ADP-
Ribosylierung beeintrachtigt sein kénnten. Keine Regulation dieser Gene konnte in RBN-2397-
behandelten nicht infizierten Zellen detektiert werden (Abbildung 4-46B). Nach einer zuséatzlichen
HCoV-229E-Infektion wurde eine gesteigerte Expression von MDAS5, RIG-I, IRF7 und DTX3L
detektiert (Abbildung 4-46C). Eine gesteigerte FRA1- und IRF7-Expression konnte in
unbehandelten HCoV-229E-infizierten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-46A).
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Abbildung 4-46: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7alen in Abhangigkeit von einer
RBN-2397-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine Behandlung mit RBN-2397
erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Gene. In den
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Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in unbehandelten Zellen verglichen
mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch die RBN-2397-Behandlung im
Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der Vergleich RBN-2397-behandelter
Zellen ohne bzw. mit anschlieBender Infektion (C) abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl
signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Die Analyse wurde analog fiir A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD durchgefiihrt. Dabei konnte
ebenfalls keine Regulation der ausgewahlten Gene nach der Vorbehandlung erfasst werden
(Abbildung 4-47B). In RBN-2397-behandelten und HCoV-229E-infizierten Zellen konnte eine

vermehrte Genexpression von FRA1, p50, MDA5, RIG-I, IRF7 und DTX3L detektiert werden
(Abbildung 4-47C).
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Abbildung 4-47: Genexpression in AB549CD13+TVMPRSS2* Zellen mit PARP7-KD in
Abhéngigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder HCoV-229E-Infektion. Eine
Behandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA
wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7 im Zusammenhang
stehenden Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E in
unbehandelten Zellen verglichen mit nicht infizierten (mock) Proben (A), die Regulation durch
die RBN-2397-Behandlung im Vergleich mit unbehandelten (mock) Zellen (B) und der
Vergleich RBN-2397-behandelter Zellen ohne bzw. mit anschlieBender Infektion (C)
abgebildet. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am
oberen Abbildungsrand vermerkt.

Der Vergleich von A549CD13+/TMPRSS2+_7Ze|len ohne bzw. mit PARP7-KD zeigte eine Ubereinstimmung
vereinzelter Regulationen von PARPs und PARP7-assoziierten Genen. In Zellen mit PARP7-KD
wurden zusatzliche Gene, insbesondere PARP7-assoziierte Gene, vermehrt exprimiert. Auffallig ist
dartber hinaus, dass in RBN-2397-behandelten Proben weder PARPs noch PARP7-assoziierte
Gene differentiell reguliert wurden.

Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten

Neben der Infektion mit HCoV-229E wurden auflerdem Proben analysiert, welche mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E N1305A oder HCoV-229E_N1357Q infiziert wurden. Die
Genexpressionsanalyse sollte weitere Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel der viralen MacD und
PARP7 wahrend der HCoV-229E-Infektion geben. Eine gesteigerte Genexpression konnte fir
PARP7, in vorbehandelten und nicht behandelten Zellen, welche mit HCoV-229E_AMacD,
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HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E N1357Q infiziert wurden, detektiert werden
(Abbildung 4-48).
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Abbildung 4-48: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7a|len in Abhangigkeit von einer
RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine Behandlung mit RBN-2397 erfolgte
24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert.
Dargestellt sind die differentiell regulierten PARPs fir die Infektion mit HCoV-229E-MacD-
Mutanten. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion (oben) und die Regulation durch
die RBN-2397-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht infizierten A549CD13+/TMPRSS2+.
Zellen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist

am oberen Abbildungsrand vermerkt.
HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen exprimierten in vorbehandelten Zellen zusatzlich PARP13S,
PARP9, PARP10, PARP12, PARP14 und PARPS8. Diese wurden mit Ausnahme von PARP14 und
PARP8 ebenfalls in infizierten nicht behandelten Proben detektiert. Der Vergleich mit HCoV-229E-
infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len ist dem Anhang zu entnehmen (Anhang Abbildung 7-18).

Eine vermehrte Expression konnte auch fir PARP7-assoziierte Gene detektiert werden
(Abbildung 4-49). In HCoV-229E_AMacD-infizierten Zellen wurde eine gesteigerte Expression von
MDAD5, RIG-I, IRF7, p50, FRA1 und DTX3L detektiert. Mit Ausnahme von DTX3L wurden diese
Gene auch in unbehandelten infizierten Zellen vermehrt detektiert. MDAS, IRF7, RIG-l und DTX3L
wurden vermehrt erfasst in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len, welche mit HCoV-229E N1305A infiziert
wurden. In unbehandelten Zellen konnte FRA1 und p50 vermehrt detektiert werden. Wahrend in
RBN-2397-behandelten und HCoV-229E_AMacD- oder HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen
insgesamt 1482 bzw. 465 Gene differentiell reguliert wurden, konnten in behandelten
HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen 2111 vermehrt und 2354 verringert exprimierte Gene
detektiert werden. Eine gesteigerte Expression wurde unter anderem fir MDAS, RIG-1, FRA1, IRF7,
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p50, DTX3L und IKBKE detektiert. In unbehandelten Zellen konnte eine vermehrte Expression von
TBK1 statt IKBKE bzw. eine verringerte IRF3-Expression festgestellt werden.
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Abbildung 4-49: Genexpression in A549CP13+TMPRSS2+_7a|len in Abhangigkeit von einer
RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine Vorbehandlung mit RBN-2397
erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Gene fir die
Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion
(oben) und die Regulation durch die RBN-2397-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht
infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7glen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
Der Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen zeigte eine signifikante Regulation in

HCoV-229E_N1357Q-infizierten Proben (Anhang Abbildung 7-19).

Die Expression von PARPs und PARP7-assoziierten Genen wurde in A549CD13+TMPRSS2+_7Zallen mit
PARP7-KD analysiert. Unvollstandig oder fehlerhaft gebildetes PARP7 (Kapitel 4.5) koénnte
zusatzlich mit dem Inhibitor blockiert werden und eine starkere Auswirkung auf die Genregulation
bzw. Immunantwort zeigen. Um einen mdglichen Zusammenhang mit der MacD zu zeigen, wurden
AB4Q9CD13+TMPRSS2+_Zellen mit PARP7-KD mit MacD-Mutanten infiziert und analysiert. In
HCoV-229E_AMacD-infizierten und RBN-2397-behandelten Zellen wurde PARP7, PARP13S,
PARP9, PARP8 und PARP5a vermehrt detektiert (Abbildung 4-50). Ohne Vorbehandlung wurde in
jenen Zellen PARP7, PARP13S, PARP5a, PARP6 und PARPS8 verstarkt nachgewiesen. In
HCoV-229E_N1305A-infizierten behandelten und unbehandelten Proben wurde ausschlief3lich
PARP7 vermehrt detektiert. Neben PARP7 wurden in HCoV-229E_N1357Q-infizierten
AB4QCD13+TMPRSS2+_ 7allen mit PARP7-KD PARP13S, PARP5a, PARP14, PARP12, PARP9,
PARP10, PARP8 und PARP6 vermehrt exprimiert. Diese gesteigerte Expression wurde sowohl in
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unbehandelten als auch in RBN-2397-vorbehandelten Zellen beobachtet. Das bedeutet, dass eine
veranderte Expression von PARPs lediglich fir unbehandelte bzw. behandelte
HCoV-229E_AMacD-infizierte Proben detektiert wurde.
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Abbildung 4-50: Genexpression in A549CD13*/TMPRSS2 Zallen mit PARP7-KD in
Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine Behandlung
mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1. Die RNA wurde 48 hpi
isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs fur die Infektion mit
HCoV-229E-MacD-Mutanten. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion (oben) und die
Regulation durch die RBN-2397-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit nicht infizierten
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen  dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl signifikant hoch- bzw.
herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Ein Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen kann dem Anhang (Abbildung 7-20) entnommen

werden. Dabei konnten weder in unbehandelten noch in RBN-2397-behandelten Proben

signifikante Expressionsveranderungen der 17 humanen PARPs detektiert werden.

Eine Regulation konnte flr einige PARP7-assoziierte Gene detektiert werden (Abbildung 4-51). In
vorbehandelten und HCoV-229E_AMacD-infizierten Proben konnte eine gesteigerte Expression
von FRA1, p50, MDA5, RIG-I, IRF7 und DTX3L detektiert werden. Unbehandelte Zellen wiesen
zusatzlich eine gesteigerte TBK1-Expression auf. Mit HCoV-229E_N1305A infizierte
AB49CD13+TMPRSS2+_7a|len mit PARP7-KD exprimierten vermehrt FRA1, p50, MDAS, IRF7 und RIG-I.
In unbehandelten Proben wurden IRF7 und RIG-I nicht signifikant reguliert. Eine verringerte IRF3-
Expression und eine vermehrte Genexpression von FRA1, p50, MDAS5, RIG-I, IRF7, DTX3L und
TBK1 wurde in behandelten HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen detektiert. Die gleiche

Genregulation wurde auch in unbehandelten infizierten Zellen nachgewiesen. Eine im Vergleich mit
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HCoV-229E signifikante Regulation konnte fir FRA1 in HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen
festgestellt werden (Anhang Abbildung 7-21).
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Abbildung 4-51: Genexpression in A549CD13*/TMPRSS2 Zallen mit PARP7-KD in

Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine Behandlung
mit RBN-2397 erfolgte 24 h bei 37 °C vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die
RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7 im Zusammenhang
stehenden Gene fiir die Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten. In den Vulkanplots ist der
Einfluss der Infektion (oben) und die Regulation durch die RBN-2397-Zugabe (unten) jeweils
im Vergleich mit nicht infizierten A549CP13+/TMPRSS2+_7¢g|len dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl
signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Genregulation in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len
mit PARP7-KD hinsichtlich der Anzahl regulierter Gene, insbesondere PARPs, erhéht ist.
Zellibergreifend ahnlich

ist hingegen die Expression von PARP7-assoziierten Genen

(Abbildungen 4-44 bis Abbildung 4-51).

Fir die A549CD13+TMPRSS2+Zellen mit bzw. ohne PARP7-KD wurden anschlieBend ausgewahite
Proteine bzw. deren ADP-Ribosylierung mittels Western Blot (Kapitel 3.5.4) analysiert
(Abbildung 4-52). Ziel war es, die Auswirkungen auf die (PARP7-induzierte) ADP-Ribosylierung
bzw. im Zusammenhang mit der Immunantwort stehende Proteine zu charakterisieren. In allen
Proben wurde Beta-Aktin als Kontrollprotein erfasst. Fir beide Zelllinien wurden ADP-ribosylierte
Proteine Uber die gesamte Lauffront detektiert, wobei weniger Signale in Zellen mit PARP7-KD
ermittelt wurden. Ubereinstimmend wurden die starksten Signalintensitdten bei etwa 70 bzw.
50 kDa detektiert. Wahrend die Intensitaten der einzelnen (infizierten) Proben sich bei 50 kDa
ahneln, waren jene fiir 70 kDa verschieden. In A549CP13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD wurden die

starksten Signale fur unbehandelte und HCoV-229E- bzw. HCoV-229E_N1357Q-infizierte Proben
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erfasst. Ohne PARP7-KD zeigten sich die starksten Intensitdten fir nicht infizierte und
HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen. Im Vergleich sind diese Intensitaten allerdings schwéacher
als die starksten in Zellen mit PARP7-KD. Das virale N-Protein zeigte Unterschiede in der
Signalintensitat in Zellen ohne PARP7-KD unabhangig von der RBN-2397-Behandlung nach der
Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten.

Ein Signal fir PARP9 wurde in Zellen mit PARP7-KD nicht bzw. kaum (in IFN-B-behandelten Zellen)
detektiert, wahrend in Zellen ohne PARP7-KD ein Signal in allen Proben detektiert werden konnte.
Auch eine Veranderung des fir FRA1 detektierten Signals wurde zwischen den beiden Zelllinien
identifiziert. Ubereinstimmend wurde das stérkste Signal in nicht infizierten behandelten und
unbehandelten Zellen detektiert. Unterschiede konnten in der Signalintensitat der infizierten Proben
erfasst werden. Zellen mit PARP7-KD zeigten ein starkeres Signal in RBN-2397-behandelten
Proben. TBK1-Protein konnte in allen Proben detektiert werden. Die schwéachsten Signalintensitaten
wurden fir unbehandelte A549CP13+/TMPRSS2+_Zgallen mit PARP7-KD ermittelt, die nicht infiziert bzw.
mit HCoV-229E infiziert wurden. Allerdings ist auch die Signalintensitat fiir Beta-Aktin in diesen
Proben geringer. IRF3-Protein konnte ebenfalls in allen Proben detektiert werden. Auffallig ist, dass
die Signalintensitat in Zellen mit PARP7-KD aller Proben geringer ist als in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len
ohne PARP7-KD. Die starksten Signale fur nicht-phosphoryliertes IRF3 wurden fir unbehandelte
und HCoV-229E_AMacD- bzw. HCoV-229E_N1305A-infizierte, behandelte nicht infizierte bzw.
HCoV-229E_N1305A-infizierte Proben gemessen. Hyperphosphoryliertes IRF3  wurde
insbesondere in unbehandelten HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A bzw.
HCoV-229E_N1357Q, sowie in allen behandelten und infizierten Proben detektiert.
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Abbildung 4-52: Proteinregulation in A549CD13*/TMPRSS2+ Zellen mit bzw. ohne
PARP7-KD wahrend der Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q in Abhangigkeit von einer
Vorbehandlung mit RBN-2397. Die Zellen wurden mit RBN-2397 vorbehandelt (24 h)
und/oder HCoV-229E-infiziert (MOI 0,1). 48 hpi wurde die Gesamtproteinmenge isoliert. Fur
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den Western Blot wurden jeweils 100 uyg Gesamtprotein auf einem 9 % SDS-PAA-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte fur ADP-
ribosylierte Proteine, virales N-Protein, PARP9, TBK1, IRF3, FRA1 und Beta-Aktin unter
Verwendung von HRP-konjugierten Sekundarantikdrper.
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5. Diskussion

In den nachfolgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse der Replikationseffizienz, die
Genexpression und Proteinregulation in verschiedenen Zelltypen nach der Infektion mit
HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-Mutanten diskutiert. AuRerdem wird der Einfluss einer IFN-3-
und RBN-2397-Vorbehandlung auf die HCoV-229E-Infektion in MRC-5-Zellen und
AB49CD13+TMPRSS2+_7ga|len ausgewertet. Dariiber hinaus wird Bezug genommen auf die erzeugten
PARP7-KD-Zellen.

5.1 Wachstumsanalyse von HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-

Mutanten in unterschiedlichen Zelltypen

Anhand der Wachstumskinetik von HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-Mutanten konnte die
Replikationseffizienz in verschiedenen Zelltypen verglichen werden. Verwendet wurden MRC-5-
Zellen (Kapitel 4.1.1), A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen (Kapitel 4.1.2) ohne bzw. mit PARP7-KD
(Kapitel 4.5.2), differenzierte THP-1-Zellen (Kapitel 4.1.3) und Huh-7-Zellen (Anhang
Abbildung 7-22). Bekannt ist, dass HCoV-229E an CD13 bindet und dadurch die Aufnahme in die
Wirtszelle induziert. Humane embryonale Lungenfibroblasten (MRC-5-Zellen), Huh-7-Zellen und
differenzierte THP-1-Zellen exprimieren CD13 auf der Zelloberflache [Hunyadi et al., 1993, Nomura
et al., 2004, Licona-Limoén et al., 2015, Andreu et al., 2024]. In Ubereinstimmung mit Lie et al. [Lie
et al., 2023] konnte mikroskopisch keine HCoV-229E-Infektion von A549-Zellen detektiert werden
(Anhang Abbildung 7-4), da diese keinen CD13-Rezeptor besitzen. Es konnte bei der
Virustiterbestimmung mittels Plaque-Assay kein infektidses Virus im Uberstand dieser Zellen
nachgewiesen werden. Fur die in dieser Arbeit dargestellten Daten wurden daher

AB549CD13+/TMPRSS2+_7alen verwendet.

5.1.1 Replikationseffizienz von HCoV-229E in MRC-5-Zellen

Viren weisen einen logarithmischen Replikationsverlauf auf. Zunachst erfolgt die Aufnahme des
viralen Genoms in die Wirtszelle (Kapitel 1.4) und als Endergebnis werden Viruspartikel freigesetzt,
welche zu einer Infektion benachbarter Zellen fuhren. Nach der Infektion der MRC-5-Zellen mit
HCoV-229E konnte ein Anstieg der Anzahl infektidser Viruspartikel detektiert werden. Der maximale
Virustiter von 108 PFU/mI wurde 48 hpi erreicht (Abbildung 4-3A). Zu diesem Zeitpunkt konnte eine
homogene Ausbreitung der Infektion Uber den gesamten Zellrasen mittels Immunfluoreszenz-
farbung nachgewiesen werden (Abbildung 4-2A1, Abbildung 4-2A2). Im Anschluss erfolgt ein
Ruckgang des Virustiters im Zellkulturiiberstand. Die getesteten HCoV-229E-MacD-Mutanten
erreichten 48 hpi geringere Virustiter von 105-107 PFU/mI (Abbildung 4-3B), was auf eine verringerte
bzw. verzdgerte Replikation hinweist. Ein direkter Zusammenhang zwischen der in einem In-vitro-
Assay mit einem Testsubstrat bestimmten De-ADP-Ribosylierungsaktivitat einer MacD-Variante
und einem geringeren Titer von rekombinanten Viren, die dieselbe Mutation trugen, konnte dabei

nicht durchgangig gezeigt werden. Wahrend biochemisch eine signifikant verringerte De-ADP-
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Ribosylierungsaktivitat fur rekombinant erzeugte Proteinvarianten MacD_N1305A, MacD_N1357H
und MacD_N1357S detektiert wurde [Hartmann, 2023], konnten signifikant verringerte Virustiter fur
alle getesteten MacD-Mutanten mit Ausnahme von HCoV-229E_N1302A im Vergleich mit
HCoV-229E erfasst werden (Abbildung 4-3B). Zusatzlich replizierte die HCoV-229E-MacD-
Deletionsmutante (HCoV-229E_AMacD) zu vergleichbaren Virustitern wie die
HCoV-229E_N1357Q-Mutante. Neben einer veranderten (Gesamt-) Enzymaktivitdt an einem
Testsubstrat konnten demnach noch weitere Faktoren die Replikationseffizienz direkt oder indirekt
beeinflusst haben. Mégliche Ursachen kdnnten eine leicht veranderte Faltung benachbarter nsp3-
Doméanen oder (bisher nicht erfasste) Anderungen der Substratspezifitat bei einigen der
eingefihrten MacD-Mutationen sein. Um zu Uberprifen, ob eine geringere Replikation der MacD-
Mutanten zelltypabhangig stattfindet, wurde der Versuchsansatz in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen und

differenzierten THP-1-Zellen in gleicher Weise durchgefihrt.

5.1.2 Replikationseffizienz von HCoV-229E in A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len

Die in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen erreichten Virustiter fiir HCoV-229E sind in Ubereinstimmung mit
der Literatur [Lie et al., 2023], allerdings geringer als in MRC-5-Zellen. In HCoV-229E-infizierten
AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen konnte eine Syncytiumbildung beobachtet werden (Abbildung 4-5A1,
Abbildung 4-5A2). Dabei fusionieren mehrere Zellen zu einer vergréRerten multinukledren Zelle.
Dieser Mechanismus wurde auch fiir andere CoVs, wie SARS-CoV-2, beschrieben [Rajah et al.,
2022]. Fir die verwendeten MacD-Mutanten konnten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
mit der Infektion mit HCoV-229E 48 hpi detektiert werden (Abbildung 4-4B). Ein mdglicherweise
bestehender Unterschied konnte jedoch aufgrund der im Vergleich mit anderen Zelltypen
geringeren maximalen Virustiter unerkannt geblieben sein. Um dies weiter zu analysieren, kdnnte
die Infektion beispielsweise mit einer niedrigeren MOI von 0,01 wiederholt werden. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit der verschiedenen Zelltypen wurde durchgangig eine gleichbleibende MOI von 0,1

fur die nachfolgenden Analysen verwendet.

5.1.3 Replikationseffizienz von HCoV-229E in makrophagenahnlichen Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein geeignetes Protokoll zur Differenzierung von THP-1-Zellen zu
makrophagenahnlichen Zellen (MO, M1, M2) etabliert werden. Mikroskopisch lassen sich zwischen
den verwendeten Subtypen morphologische Unterschiede erkennen (Abbildung 4-6). An dieser
Stelle ist darauf hinzuweisen, dass die Bezeichnung der Subtypen keiner offiziell anerkannten
Definition unterliegt und die verwendete Benennung auf Grundlage der Arbeiten der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Veronika Grau (Giefden) erfolgte. AuRerdem konnte in dieser Kooperation festgestellt
werden, dass sich THP-1-Zellen verschiedener Hersteller nach der Differenzierung morphologisch
unterschieden und proinflammatorische Zytokine in unterschiedlichem Umfang freisetzten (Daten

nicht gezeigt).

Frihere Arbeiten zeigen, dass Monozyten und Makrophagen verschiedene Aufgaben wahrend
einer Virusinfektion Ubernehmen kdnnen. Nach einer Infektion mit CoVs (HCoV-229E, MERS-CoV,
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SARS-CoV-2) erfolgt eine Aktivierung dieser Zellen [Merad & Martin, 2020]. Infektionen von
Monozyten erfolgen ausschlielich innerhalb einer kurzen Zeitspanne wahrend der Differenzierung
zu Makrophagen [Desforges et al., 2007]. Daten von SARS-CoV-infizierten Patienten haben
gezeigt, dass in Makrophagen und Monozyten keine effiziente Virusreplikation erfolgen kann, das
heifl3t, nur wenige und teilweise auch nicht infektiose Viruspartikel gebildet werden [Shao et al.,
2006]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass PMA-behandelte THP-1-Zellen (entspricht
THP1(MO0)-Zellen) proinflammatorische Zytokine durch eine SARS-CoV-2-Infektion freisetzen
[Vezzani et al., 2023]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Makrophagen nach abgeschlossener
Differenzierung verwendet. Eine Zellaktivierung beispielsweise durch eine Infektion fuhrt zur
Freisetzung von Cytokinen (z. B. IL-6, IL-1B, IFNs) bzw. zu einer Expression von
Oberflachenrezeptoren. Makrophagen neutralisieren die Viruspartikel mittels Endozytose und
polarisieren zu THP1(M1)-Zellen. Eine Differenzierung zu THP1(M2)-Zellen erfolgt zu einem
spateren Zeitpunkt der Infektion und tragt hauptsachlich zum Zell- bzw. Gewebeschutz bei [Atri et
al., 2018, Forrester et al., 2018, Merad & Martin, 2020].

Die gemessenen Virustiter zeigten, dass die Replikation in THP1(M1)-Zellen am geringsten war
(Abbildung 4-7). Mit Ausnahme von HCoV-229E_N1357H konnten fir die Infektionen mit MacD-
Mutanten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden. In THP1(M1)-Zellen war die
Replikation von HCoV-229E_N1357H am geringsten. Dies deutet darauf hin, dass dieser Subtyp
fur die Replikation von HCoV-229E und der getesteten MacD-Mutanten wenig permissiv ist. Die
Ursache flr die geringe Permissivitat dieser Zellen ist gegenwartig nicht klar. In anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass die Expression des CD13-Proteins, das als Rezeptor fir die
HCoV-229E-Infektion bendtigt wird, wahrend der Differenzierung zu Makrophagen ansteigt. Die
anschlielende Polarisation in die verschiedenen Makrophagen-Subtypen fuhrt hingegen zu keiner
signifikanten Veranderung der CD13-Expression [Mendoza-Coronel & Ortega, 2017, Forrester et
al., 2018]. Man kann deshalb davon ausgehen, dass (grundsatzlich) eine HCoV-229E-Infektion der
drei Subtypen moglich ist, was in dieser Arbeit flir den Zeitpunkt 48 hpi fir alle Subtypen mittels
Immunfluoreszenzfarbung bestatigt werden konnte (Abbildung 4-6-CO bis Abbildung 4-6C2).

Fir THP1(MO)- und THP1(M2)-Zellen wurden hohere Virustiter nach Infektion mit HCoV-229E
gemessen. Ein maximaler Virustiter von 105PFU/ml wurde in HCoV-229E-infizierten
THP1(MO)-Zellen erreicht. Die MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q) wiesen signifikant geringere Virustiter auf. Die
héchsten Virustiter wurden in THP1(M2)-Zellen erreicht. Eine signifikante Verringerung der
Virustiter wurde fir HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1357H bestatigt. Die Ergebnisse
zeigen, dass der Grad und Typ der Differenzierung dieser makrophagenahnlichen Zellsubtypen
erhebliche Auswirkungen auf die Virusreplikation hat und dass die MacD die Virusreplikation in

diesen Zellen unterstitzt.

Zelltypabhangige Unterschiede zeigten sich auch hinsichtlich der Replikation von HCoV-229E und
HCoV-229E-MacD-Mutanten in anderen Zellen. Insbesondere in MRC-5-Zellen zeigten die
getesteten HCoV-229E-MacD-Mutanten eine signifikant verringerte Replikationseffizienz. Im
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Folgenden wurden Genexpressionsanalysen durchgefuhrt, um weitere Einblicke in maogliche
Zusammenhange zwischen der reduzierten Replikation der MacD-Mutanten (mit ihrer veranderten
De-ADP-Ribosylierungsaktivitat) und der zelluldren Reaktion bzw. angeborenen Immunantwort auf

eine Infektion mit diesen unterschiedlichen Viren zu gewinnen.
5.2 Transkriptomanalyse in verschiedenen Zelltypen

Der Verlauf einer Virusinfektion kann durch eine veranderte Genexpression und eine damit
verbundene Immunantwort beeinflusst werden. Um potenziell relevante Gene zu identifizieren und
einen Uberblick tber die Expression zu erhalten, wurde eine Transkriptomanalyse fiir MRC-5-,
AB49CD13+/TMPRSS2+. nd differenzierte THP-1-Zellen durchgefihrt.

5.2.1 Genexpression in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen

In der Heatmap in Abbildung 4-8A wurden differentiell regulierte Gene (p-Wert=1,3 und
Log2FoldChange = 2 bzw. <-2) unter anderem auch in infizieten MRC-5-Zellen erfasst.
Anderungen der zelluldren Genexpression wurden bestimmt fiir Zellen, die mit HCoV-229E oder
HCoV-229E_N1305A mit einer MOI von 0,1 bzw. 3,0 infiziert worden waren. Bei HCoV-229E-
infizierten Proben fluhrte eine hohere MOI zur Regulation von ca. 1000 zusatzlichen Genen. Dies
kann daraufhin deuten, dass im Rahmen der Immunantwort eine starkere Aktivierung der Zelle
stattfindet.

Bei Verwendung einer MacD-Mutante mit abgeschwachter De-ADP-Ribosylierungsaktivitat wurden
(insbesondere nach einer Infektion mit einer MOI von 0,1) deutlich weniger Gene vermehrt
exprimiert. Der N1305-Rest ist vermutlich zentraler Teil des katalytischen Zentrums der MacD
[Putics et al., 2005, Egloff et al., 2006]. Wahrend bei einer Infektion mit einer niedrigen MOI etwa
400 Gene vermehrt exprimiert wurden, war die Anzahl verstarkt exprimierter Gene bei einer MOI
von 3,0 dreifach hoéher (Abbildung 4-8). Die Gegenuberstellung von HCoV-229E-infizierten und
HCoV-229E_N1305A-infizierten MRC-5-Zellen zeigte, dass von der MacD-Mutante deutlich mehr
infektiose Viruspartikel bendtigt werden, um eine HCoV-229E-ahnliche Genexpression auszuldsen.
Neben der schwacher (de)regulierten Genexpression wurde auch eine geringere Replikation von
HCoV-229E_N1305A beobachtet (Abbildung 4-3B). In anderen Studien wurde gezeigt, dass die
korrespondierende Substitution in vivo zu einer verringerten Virulenz von SARS-CoV und MHV und
dem Verlust der ADP-Ribose-1“-Phosphatase-Aktivitat fuhrt [Egloff et al., 2006, Fehr et al., 2016,
Eriksson et al., 2008]. Die Ergebnisse zeigen ubereinstimmend, dass N1305 relevant fir die
Infektion mit Coronaviren ist. Dieses hoch konservierte Asparagin bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung mit der Ribose-3“-Hydroxygruppe aus und dient somit der Bindung
bzw. Positionierung der ADP-Ribose im aktiven Zentrum [Putics et al., 2005]. Durch die Substitution

zu Alanin kénnen keine Wasserstoffbriicken ausgebildet werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Genregulation sowohl von der Virusmenge als auch von dem
verwendeten Virus abhangig ist. Bei Verwendung einer MOI von 0,1 bzw. 3,0 sollte beachtet

werden, dass die Ausbreitung der Infektion voneinander abweicht. Das bedeutet, dass bei einer
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hohen MOI theoretisch eine vollstandige Infektion direkt durch die Menge zugegebener Viruspartikel
erfolgt, wahrend bei einer geringen Virusmenge weitere Viruspartikel generiert und freigesetzt
werden mussen, um eine vollstdndige Infektion der Zellkultur zu ermdglichen. Zusétzlich wird bei
einer MOI von 3,0 eine Induktion von mehr Entziindungs- und Stressgenen erwartet, da theoretisch
bereits zu Beginn des Experiments alle Zellen der Kultur infiziert worden sind. Bei einer verzogerten
Infektion (MOI 0,1) kann eine IFN-induzierte Aktivierung benachbarter (zunachst noch uninfizierter)
Zellen erfolgen, sodass dort unterschiedliche Signalwege und Gene reguliert werden (Kapitel 5.6).
Fur andere CoVs wurde gezeigt, dass die Genexpression und die damit in Verbindung stehenden
Signalwege vom Verlauf der Infektion bzw. der verwendeten MOI abhangig sind [Sun et al., 2020,
Ding et al., 2023].

5.2.2 Genexpression in HCoV-229E-infizierten A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len

Ein Vergleich der Genregulation in unterschiedlichen Zelltypen nach einer HCoV-229E-Infektion
zeigt, dass in MRC-5-Zellen 15-fach mehr Gene als in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|en differentiell reguliert
wurden (Abbildung 4-8A, Abbildung 4-14A). Besonders auffallig ist, dass die Anzahl an Genen bzw.
ISGs in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen nach der Infektion mit HCoV-229E und HCoV-229E_N1305A am
niedrigsten, mit HCoV-229E_AMacD hoéher und mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q
und HCoV-229E _N1357S am hochsten war. Die MacD-Mutanten HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S wiesen geringe Abweichungen untereinander auf.
Zur Darstellung der in allen MacD-Mutanten vermehrt exprimierten Gene wurde ein UpSet-
Diagramm generiert (Abbildung 4-14C). In allen MacD-Mutanten wurden 11 identische Gene
abhangig von der Infektion identifiziert. Auffallig ist, dass in Infektionen mit HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S Ubereinstimmend 212 Gene mit erhdhter
Expression detektiert wurden. Fur die Substitutionen dieses Asparagins zu Glutamin, Serin, Histidin,
Alanin und Asparaginsdure wurde ein graduell zunehmender Verlust der De-ADP-
Ribosylierungsaktivitat an einem Testsubstrat in vitro gezeigt [Hartmann, 2023], obwohl N1357
vermutlich nicht unmittelbar am katalytischen Zentrum beteiligt ist. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass HCoV-229E_N1305A ahnlich wie HCoV-229E eine geringe Anzahl an Genen differentiell
reguliert und moéglicherweise die Immunantwort der Wirtszelle unterdrtickt. Durch eine Deletion der
gesamten MacD kommt es zu einer veranderten Regulation, sodass eine Vielzahl weiterer Gene
differentiell exprimiert wird. Interessant ist, dass (im Vergleich mit einer Infektion mit der MacD-
Deletionsmutante) bei einer Infektion mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
HCoV-229E_N1357S mehr als doppelt so viele Gene differentiell reguliert wurden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass N1357 eine wichtige Rolle bei der Modulation der MacD-
Funktion einnimmt, die den Verlauf der Infektion und mdglicherweise auch den Umfang der
Unterdriickung der angeborenen Immunantwort der Wirtszelle mitbestimmen koénnte. Um die
Auswirkungen von MacD-Mutationen auf die Genexpression coronavirusinfizierter Zellen
detaillierter zu betrachten, wurde die Genexpression der 17 humanen PARPSs, die durch ihre ADP-
Ribosylierungsaktivitdt als Gegenspieler der viralen MacD und deren De-ADP-
Ribosylierungsaktivitat agieren kénnten, im Rahmen von Infektionen mit HCoV-229E sowie davon

abgeleiteten HCoV-299E-MacD-Mutanten in Zellkultur analysiert.

113



Diskussion

5.2.3 Expression von PARP mRNA in Abhangigkeit von HCoV-229E-Infektion

Zellulare PARPs katalysieren die ADP-Ribosylierung viraler und wirtszelleigener Proteine
(Kapitel 1.7, Kapitel 1.8). Diese posttranslationale Modifikation kann durch die de-ADP-
ribosylierende Aktivitdt der MacD umgekehrt werden (Kapitel 1.9). Um den Zusammenhang
zwischen PARPs und der Aktivitat der viralen MacD zu analysieren, wurden verschiedene Zelltypen
auf die Expression von PARPs nach der Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-

Mutanten analysiert.

5.2.3.1 PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen

Die Reanalyse hinsichtlich der PARP-Expression (Anhang Abbildung 7-5, Abbildung 7-6,
Abbildung 7-7) des bereits vorhandenen Microarray-Datensatzes ermoéglichte einen ersten Einblick
in deregulierte zellulare Gene bei Infektionen von MRC-5-Zellen mit HCoV-229E oder einer der
HCoV-229E-MacD-Mutanten. Sowohl RT-gPCR- (Abbildung 4-10) als auch NGS-Datensatze
(Abbildung 4-9, Abbildung 4-11, Abbildung 4-12) zeigten Ubereinstimmungen und (methodisch
bedingte) Abweichungen hinsichtlich der Expression ausgewahiter Gene. Verglichen mit dem NGS-
Datensatz konnten mittels Microarray etwa doppelt so viele signifikant hochregulierte Gene durch
die HCoV-229E-Infektion detektiert werden, sodass von einer unterschiedlichen Sensitivitat dieser
beiden Analyseverfahren auszugehen ist. Bekannt ist, dass es zu methodisch bzw.
auswertungsbedingten Unterschieden der verschiedenen Analysen kommen kann [Git et al., 2010,
Dalman et al., 2012, Pumeda, 2024]. Abweichungen zwischen den unterschiedlichen Methoden
koénnten allerdings auch im direkten Zusammenhang mit den in den jeweiligen Experimenten
verwendeten MRC-5-Zellen stehen. Ein wesentlicher Nachteil bei der Verwendung dieser Zellen ist
deren begrenzte Lebensdauer. Es wird davon ausgegangen, dass die Seneszenz nach etwa 42- 46
Zellteilungen eintritt [Cytion, 2025]. Mdgliche Auswirkungen der Alterung dieser Zellen auf die
zellulare Genexpression einschliellich der hier untersuchten Zielgene sollten in kiinftigen Studien
naher analysiert werden. Die genaue Passageanzahl der fir die Microarray-Analyse verwendeten
Zellen ist leider nicht bekannt. Fir alle anderen Analysen wurden MRC-5-Zellen verwendet, die die

Passage 28 nicht Uiberschritten hatten.

Bei der Reanalyse des Microarray-Datensatzes konnte eine infektionsspezifisch vermehrte
Expression von PARP7, PARP6 und PARP11 in MRC-5-Zellen erfasst werden, welche mittels
RT-gPCR validiert wurde. Parallel dazu konnte eine verringerte Expression von PARP8, PARP3
und PARP4 mittels Microarray-Analyse bzw. fur PARP3 mittels NGS detektiert werden.
Ubereinstimmend mit der Literatur wurde mittels RT-qPCR fir PARP3 und PARP4 keine signifikante
Regulation im Vergleich mit nicht infizierten Proben detektiert. So hatten beispielsweise auch
Grunewald et al. in BMDMs, murinen Fibroblasten (17CI-1) und Zellen eines Hirntumor-
Astrozytomas (engl. delayed brain tumor astrocytoma) nahezu keine Expression von PARP3 und
PARP4 in MHV-infizierten Zellen detektiert [Grunewald et al., 2019, Grunewald et al., 2020].
Zusatzlich wurden MRC-5-Zellen mittels NGS analysiert, die mit einer MOI von 3,0 infiziert wurden

(Abbildung 4-11). Bei einer MOI von 3,0 ist davon auszugehen, dass alle Zellen infiziert wurden,
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sodass keine Produktion und Freisetzung weiterer Viruspartikel erforderlich sind, um alle Zellen der
Zellkultur zu infizieren. Eine signifikant erhdhte Expression gegeniber einer Infektion mit einer MOI
von 0,1 wurde fir PARP5b, einem infektionsspezifisch regulierten PARP (Abbildung 4-10),
detektiert. Da sowohl die Anzahl regulierter PARPs als auch die Gesamtanzahl differentiell
exprimierter Gene durch eine héhere Virusmenge ansteigt, ist davon auszugehen, dass bei einer
synchronisierten Infektion aller Zellen einer Zellkultur zusatzliche Mechanismen der antiviralen
Immunabwehr und/oder virusinduzierte infektionsférdernde Prozesse bereits frihzeitig stark

aktiviert werden.

Eine gesteigerte PARP7-Expression in HCoV-229E- oder HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen
ergab sich aus dem NGS-Datensatz unabhangig von der verwendeten Virusmenge. Bei einer
héheren Virusmenge (MOI 3,0) wurden nach der Infektion mit HCoV-229E N1305A zusatzlich
PARP5b und PARPS8 vermehrt bzw. PARP3 verringert exprimiert. Dadurch wurde erneut gezeigt,
dass bei einer synchronisierten Infektion aller Zellen mehr PARPs reguliert werden. Allgemein
bekannt ist, dass durch eine héhere Virusmenge pro Zelle eine deutlich starker veranderte
Genexpression ausgeldst werden kann. Diese Auswirkungen lieRen sich auch in MRC-5-Zellen
nach der Infektion mit einer MOI von 3,0 im Vergleich mit einer MOI von 0,1 nachweisen. Welche
Funktion die einzelnen differentiell regulierten PARPs Ubernehmen ist allerdings nicht oder nur
teilweise bekannt (Kapitel 1.8). Es zeigte sich, dass die Expression der PARPs in Abhangigkeit von
der fur die Infektion verwendeten Mutante variiert (Anhang Abbildung 7-5 bis Abbildung 7-7). Die
Microarray-Datenanalyse ergab eine dhnliche PARP-mRNA-Expression fliir HCoV-229E_N1302A,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_H1310A, HCoV-229E_N1357S und HCoV-229E in
MRC-5-Zellen. Ubereinstimmend wurde PARPS8 verringert und PARP7, PARP6 und/oder PARP11
vermehrt exprimiert. Zusatzlich wurden PARP1 (HCoV-229E_H1310A, HCoV-229E_N1357S) und
PARP16 (HCoV-229E_H1310A) im Vergleich mit der mitgefiihrten Kontrolle signifikant verringert
exprimiert. Die Infektion mit der Deletionsmutante flhrte zu einer erhdhten PARP11-Expression
(Anhang Abbildung 7-5). Alle anderen PARPs waren im Vergleich mit der nicht infizierten Probe
nicht signifikant reguliert. Da mdégliche infektionsrelevante Funktionen einzelner PARPs bei viralen
Infektionen bisher kaum untersucht wurden, kann zum gegenwartigen Zeitpunkt kein direkter
Zusammenhang zwischen bestimmten MacD-Mutationen und gednderten Expressionsmustern
einzelner PARPs festgestellt werden. Allerdings soll an dieser Stelle die infektionsspezifisch
vermehrte Expression von PARP7 hervorgehoben werden. Mit allen drei Methoden konnte nach der
Infektion mit HCoV-229E eine signifikant erhohte PARP7-Expression gezeigt werden
(Abbildung 4-9, Abbildung 4-10, Anhang Abbildung 7-5). Mittels RT-qPCR konnte eine gesteigerte
Expression fur HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H und
HCoV-229E_N1357Q detektiert werden. Diese Ergebnisse konnten teilweise mit NGS bzw.
Microarray-Analysen bestatigt werden. Dies lasst vermuten, dass PARP7 eine Rolle bei der
HCoV-229E-Infektion spielt. Umstritten ist jedoch, ob PARP7 infektionsférdernde und/oder

infektionshemmende Funktionen Gbernehmen kann (Kapitel 1.8).
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5.2.3.2 PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len

Neben den MRC-5-Zellen wurden auch A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen nach einer Infektion mit
HCoV-229E bzw. einer der HCoV-229E-MacD-Mutanten analysiert, um mdgliche zelltypabhangige
und unabhangige Regulationen aufzudecken. Die Infektion mit HCoV-229E flhrt zu einer
gesteigerten Expression von PARP7 und weiteren 497 mRNAs (Abbildung 4-15). Gleichzeitig
konnten 24 signifikant verringert exprimierte Gene detektiert werden. Eine erhohte PARP7 mRNA-
Expression wurde auch in einer frilheren Studie von Calu-3-Zellen (Epithelzellen aus
Lungenadenokarzinom) und A549ACE2+.Zgllen nach einer SARS-CoV-2-Infektion detektiert [Heer et
al., 2020]. Dies deutet darauf hin, dass ausgewahlte PARPs unabhangig vom Zelltyp und ggf. auch
unabhangig vom jeweils verwendeten Coronavirus einen Einfluss auf die virusinduzierte zellulare

Antwort besitzen.

Bei einer Infektion von A549CD13+TMPRSS2+.7Zellen mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A
oder HCoV-229E_N1357Q wurde PARP7 vermehrt exprimiert (Abbildung 4-16). Die Anzahl
signifikant regulierter Gene unterschied sich dabei in Abhangigkeit von der fir die Infektion
verwendeten MacD-Mutante. Der schwéachste Effekt auf die Genregulation wurde fir
HCoV-229E_N1305A beobachtet. Eine ahnliche Anzahl regulierter Gene wurde fir HCoV-229E-
infizierte Zellen detektiert (Abbildung 4-15). In HCoV-229E_AMacD- oder HCoV-229E_N1357Q-
infizierten Zellen wurden etwa drei- bis flinffach mehr Gene vermehrt exprimiert. Dies deutet darauf
hin, dass HCoV-229E bei einem Verlust seiner MacD oder bei einer durch die Punktmutation
(HCoV-229E_N1357Q) ausgeldsten Funktionsdnderung sowohl die Anzahl als auch das Ausmalf}
bestimmter virusinduzierter Reaktionsmuster der Wirtszelle deutlich ansteigen, wozu vermutlich
auch eine starkere angeborene Immunantwort gehdrt. Zusatzlich konnte in diesen Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1357Q) eine verstarkte Expression von PARP8 und
PARP13S bzw. in HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen PARP9, PARP12 und PARP10 detektiert
werden. PARP9, PARP10, PARP12 und PARP13S werden den ISGs zugeordnet [OhAinle et al.,
2018, Roesch et al., 2018]. Diese Ergebnisse starken die Vermutung, dass HCoV-229E_AMacD
und HCoV-229E_N1357Q eine gesteigerte antivirale Immunantwort auslésen, wodurch u.a. eine

Aktivierung bestimmter ISGs erwartet werden kann.

5.2.3.3 PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten makrophagenahnlichen Zellen

Der dritte analysierte Zelltyp umfasste makrophagenahnliche Zellen. Daflir wurden Monozyten
(THP-1-Zellen) in drei Subtypen differenziert (Kapitel 3.1.2) und anschliefend mit HCoV-229E
infiziert. Die Auswertung der mittels RT-qPCR generierten Daten zeigte eine signifikant erhéhte
Expression aller getesteten PARPs (PARP7, PARP9, PARP10, PARP12, PARP13 und PARP14)
im Vergleich mit nicht infizierten Zellen. Auffallig ist, dass THP1(M1)-Zellen (mit Ausnahme von
PARP12) eine schwachere Expression verglichen mit den anderen beiden Subtypen aufwiesen.
Dies kénnte darauf hindeuten, dass bei einer reduzierten Replikationsrate, welche durch niedrigere
Virustiter gezeigt werden konnte (Abbildung 4-7), eine geringere Expression erfolgt bzw. keine

Notwendigkeit der Expression bestimmter Gene vorliegt. Mittels NGS konnte analog dazu eine
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Regulation von PARPs bedingt durch die HCoV-229E-Infektion gezeigt werden. In allen drei
Subtypen wurden Uber 5000 Gene differentiell exprimiert. Die starkste Regulation konnte in
THP1(MO)-Zellen beobachtet werden. Die Differenzierung von THP1(MO)-Zellen kann durch
verschiedenste Faktoren induziert werden [Murray et al., 2014]. Wahrend PARP1, PARP3 und
PARP13L verringert exprimiert wurden, zeigte sich eine gesteigerte Expression von PARP14,
PARP9, PARP12, PARP10 und PARP5a. Letztere sind bekannt fiir deren Zytokin-abhangige
Induktion [Jeltema et al., 2025]. In THP1(M1)- und THP1(M2)-Zellen wurden PARP14, PARP13S,
PARP9, PARP12 und PARP5a vermehrt detektiert.

Iwata et al. konnten in primaren Makrophagen und THP-1-Zellen zeigen, dass sich die Expression
von PARP9 und PARP14 gegenseitig beeinflusst. Eine Verringerung einer der beiden mRNAs flhrte
zur vermehrten Expression der jeweils anderen. Zusatzlich wurden PARP9 und PARP14 als
makrophagenaktivierende Faktoren charakterisiert, die die Zytokinfreisetzung beeinflussen.
Wahrend makrophagenahnliche Zellen, welche mit IL-4 stimuliert wurden, eine verringerte
Proteinmenge beider PARPs aufweisen, resultiert eine Behandlung mit IFN-y in einer héheren
PARP9- und PARP14-Proteinmenge [lwata et al., 2016]. Darlber hinaus tragt die Behandlung im
Allgemeinen zu einer verstarkten Poly-ADP-Ribosylierung bei [Berton et al., 1991]. In dem im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchsansatz wurde das Zusammenspiel von PARP9 und
PARP14 nicht naher analysiert. Allerdings kann festgehalten werden, dass (bedingt durch die
Infektion) eine gesteigerte Expression beider Gene auftritt. Fir eine detailliertere Analyse kdnnten
die generierten A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP9-KO (Daten nicht gezeigt) verwendet werden.
Neben PARP9 und PARP14 sind auch PARP5a, PARP12 und PARP13 an der Immunantwort
beteiligt [Xu et al., 2022, Kerr et al., 2023, Busa et al., 2024] und weisen eine differentiell regulierte
Genexpression durch die HCoV-229E-Infektion auf.

In THP1(M1)- und THP1(M2)-Zellen wurden PARP1 und PARP13L sowie in THP1(M1)-Zellen
zusatzlich PARP3 verringert nachgewiesen. Vergleicht man die Ergebnisse von NGS und RT-gPCR
fallt auf, dass der Trend von PARP9, PARP12 und PARP14 Ubereinstimmt. Eine partielle
Ubereinstimmung wurde auch fiir PARP10 und PARP13(S) gezeigt. Eine unerklarliche Diskrepanz
wurde fur die PARP7-Expression fur den Vergleich von NGS- und RT-gPCR-Daten festgestellt. Eine
erhohte PARP7-Expression konnte ausschliellich mittels RT-gPCR bestatigt werden. Die
makrophagenahnlichen Zellsubtypen wurden ebenfalls nach Infektion mit HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357Q hinsichtlich der Expression
von PARP7 analysiert. Dabei wurde (in Ubereinstimmung mit HCoV-229E) die vergleichsweise
starkste PARP7-Expression in THP1(MO0)-Zellen gefunden. Die beiden anderen Subtypen zeigten

eine schwachere Uberexpression.

Ein besonderer Fokus lag auf der Regulation der Expression durch die Infektion in dem jeweiligen
Zelltyp. Eine mindestens vierfach vermehrte Expression wurde fir PARP5a, PARP5b, PARPG,
PARPS8, PARP11 und PARP13 (bzw. PARP13S) in MRC-5-Zellen mit mindestens einer der drei
verwendeten Methoden detektiert. Methodentbergreifend wurde die starkste infektionsspezifische
Expression fiir PARP7 detektiert (Abbildung 4-9, Abbildung 4-10, Anhang Abbildung 7-5). Eine
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signifikant erhohte Expression von PARP7 wurde dariiber hinaus in A549CD13+/TMPRSS2+.7g|len
mittels NGS und RT-gPCR detektiert. Sowohl in Huh-7-Zellen (Daten nicht gezeigt) als auch in
differenzierten THP-1-Zellen konnte mittels RT-gPCR eine vermehrte PARP7-Expression gezeigt
werden. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Expression dieser mRNA
zelltypunabhangig durch die HCoV-229E-Infektion induziert wird. In MRC-5-Zellen ist diese
Beobachtung zusatzlich bei einer héheren MOI zu verzeichnen. PARP7-mRNA wird auch in
SARS-CoV-2-infizierten Calu-3- und A549ACE2+_Zellen vermehrt exprimiert [Heer et al., 2020]. Eine
durch MHV induzierte Expression wurde von Grunewald et al. in BMDM beschrieben [Grunewald et
al., 2019, Grunewald et al., 2020]. Dies weist auf eine besondere Rolle von PARPSs, insbesondere
PARP7, wahrend der Coronavirus-Infektion hin.

PARPs modifizieren mit ihrer ADP-Ribosylierungsaktivitat zellulare und virale Proteine und kénnen
dadurch auch zu deren Degradation oder Inaktivierung beitragen. Damit kdnnen PARPs die
Regulation einzelner Signalwege, die Zytokinfreisetzung oder Entziindungsprozesse beeinflussen.
PARPs kénnen auch in negativen Feedback-Mechanismen agieren, beispielsweise durch das
Verhindern einer Gibermafigen Entziindungsreaktion oder eines Zytokinsturms. Bekannt ist, dass
einige PARPs eine Rolle bei der Regulation von Zellstress (insbesondere bei DNA-Schaden)
besitzen und dartUber hinaus zu einem programmierten Zelltod beitragen kénnen. Die Aktivierung
einzelner PARPs kann ein Schutzmechanismus der Zellen sein, der bei einer unkontrolliert
ablaufenden Infektion den Zelltod herbeifihrt, um dadurch die weitere Replikation und weitere
Ausbreitung der Viren im Organismus zu verhindern. Um diese Moglichkeiten in einen besseren
Kontext im Zusammenhang mit einer HCoV-229E-Infektion zu riicken, wurde die Genexpression

einiger direkter bzw. indirekter PARP7-Interaktionspartner ndher betrachtet.

5.24 Regulation von PARP7-assoziierten Genen in Abhangigkeit von
HCoV-229E

Die Genexpression von PARP7-assoziierten Genen wurde in verschiedenen Zelltypen analysiert.
Diese Analyse umfasste dabei die folgenden Gene: TBK1, FRA1, RIG-I, MDAS5, MAVS, p50, p65,
IRF1, IRF3, IRF7, NEMO, IKKa, IKKB, IKKe, IKKk, DTX3L, IFNAR1, IFNAR2, IFNLR1 und
Interferone (a, B, A).

5.2.4.1 Expression von PARP7-assoziierten Genen in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen

In MRC-5-Zellen fiihrte eine Infektion mit HCoV-229E zu einer verringerten Expression von IRF3,
welche sowohl mittels NGS als auch mittels RT-gPCR nachgewiesen werden konnte. Parallel dazu
wurde methodentibergreifend eine vermehrte TBK1-Expression erfasst. Wahrend der HCoV-229E-
Infektion wird PARP7 vermehrt exprimiert (Kapitel 4.2). Wenn die gesteigerte Genexpression zu
einem erhohten Proteinlevel fiihrt, kénnten diese PARP7-Proteine unter anderem zu einer
Inaktivierung von TBK1 durch dessen ADP-Ribosylierung fiihren (Kapitel 1.8). Die Zelle bendtigt
TBK1 fur die Phosphorylierung von IRF3 und IRF7. Einer virusspezifischen PARP7-vermittelten

Inaktivierung von TBK1-Protein kdnnte die Wirtszelle mit einer gesteigerten Produktion von TBK1
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entgegenwirken, wodurch die Phosphorylierung von IRF3 bzw. IRF7 gesteigert werden kdnnte. Dies
wirde dann zur Translokalisation der beiden Proteine in den Zellkern fiihren und damit die
Genexpression von IFNs bzw. ISGs induzieren [Yamada et al., 2016, Rasmussen et al., 2023]. Die
Phosphorylierung von IRF3 kann au3erdem indirekt von FRA1 inhibiert werden. Dies erfolgt durch
die verringerte Ubiquitinierung von TRAF3 (engl. TNF receptor-associated factor 3)/ TRIF (engl. TIR
domain-containing adapter inducing IFN-B), wodurch deren Interaktion mit TBK1 verhindert wird,
sodass keine IRF3-Phosphorylierung stattfindet [Cai et al., 2017]. FRA1-mRNA wurde mittels
Microarray in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen vermehrt detektiert. IRF3 wird in den meisten
Zellen konstant gebildet und steht somit direkt zu Infektionsbeginn zur Verfigung. Eine fehlende
IRF3-Translokation kann nachfolgend zu einer ausbleibenden IRF7-Aktivierung fuhren. Eine
verzdgerte Expression und Aktivierung von IRF7 kann die Feinabstimmung der IFN-Produktion
beeinflussen [Dalskov et al., 2023]. Eine vermehrte IRF7-Expression konnte methodenlbergreifend
nach der HCoV-229E-Infektion mit einer MOI von 0,1 nicht detektiert werden. Zusammenfassend
kann festgehalten werden, dass HCoV-229E einen Einfluss auf die IFN- bzw. ISG-vermittelte
Immunantwort in MRC-5-Zellen nimmt, wobei verschiedene Signalwege reguliert werden kdénnen.
In weiteren Versuchen sollte die Phosphorylierung ausgewabhlter Proteine und die (moglicherweise

ausbleibende) Translokation von IRF3 mikroskopisch nachgewiesen werden.

Bei einer HCoV-229E-Infektion mit einer MOI von 3,0 konnte eine verringerte Regulation von IRF3
sowie eine verstarkte TBK1- und IRF7-Expression identifiziert werden. Die Infektion mit einer
héheren MOI fiihrte zu einer verstarkten Genregulation. Eine Vielzahl von Genen, welche an
antiviralen Signalwegen beteiligt sind, wurden vermehrt exprimiert. Dazu zahlen beispielsweise p50,
TBK1, RIG-1 und MDADS5. Letztere gehdren zu den PRRs und detektieren virale RNA, wodurch die
angeborene Immunantwort aktiviert wird. Eine IFN-Freisetzung induziert die MDAS-Expression,
sodass dies als Feedbackreaktion betrachtet werden kann [Kato et al., 2006]. Allerdings haben
CoVs verschiedene Mechanismen entwickelt, um die Synthese von IFNs zu unterdriicken [Spiegel
et al., 2005, Kuri et al., 2009, Kuri & Weber, 2010, Kuri et al., 2011, Alhammad et al., 2023,

Martiafiez-Vendrell et al., 2025, Pfannenstiel et al., 2025].

Wahrend insgesamt mehr als 5600 Gene signifikant durch die HCoV-229E-Infektion reguliert
wurden, konnte eine Infektion mit HCoV-229E_N1305A eine Regulation von Uber 4600 Genen
induzieren. Diese Tendenz ist sowohl bei einer geringeren MOI von 0,1 als auch bei einer MOI von
3,0 zu beobachten und deutet darauf hin, dass eine HCoV-229E-Infektion eine starkere
Genregulation bzw. Aktivierung der Wirtszelle als diese HCoV-229E-MacD-Mutante ausldst. Eine
verstarkte TBK1-Expression konnte mittels RT-qPCR sowohl fir HCoV-229E_N1305A-infizierte
(MOl 0,1) Zellen als auch fur HCoV-229E_AMacD-, HCoV-229E_N1357H- und
HCoV-229E_N1357Q-infizierte Zellen bestatigt werden (Abbildung 4-23A). Keine signifikante
Regulation erfolgte fir IRF3 (Abbildung 4-23C), welches, je nach verwendetem Virus, kaum oder
sogar geringer als in nicht infizierten Zellen differentiell exprimiert wurde. Ausgehend von den
RT-qPCR-Ergebnissen kann festgehalten werden, dass die Genexpression von TBK1 und IRF7 von
HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen verglichen mit den anderen MacD-Mutanten der in
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HCoV-229E-infizierten Proben am &ahnlichsten ist. Von den verwendeten MacD-Mutanten weist
HCoV-229E_N1357Q zudem die HCoV-229E-ahnlichste De-ADP-Ribosylierungsaktivitat in
biochemischen Experimenten mit den entsprechenden bakteriell exprimierten MacD-Proteinen in
vitro auf [Hartmann, 2023].

5.2.4.2 Expression von PARP7-assoziierten Genen in HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_

Zellen

Die Genexpression der zuvor beschriebenen Gene wurde analog in A549CD13+TMPRSS2+_7gllen
mittels NGS bzw. RT-gPCR analysiert. Durch eine Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-
MacD-Mutanten wurden insgesamt 1654 Gene differentiell reguliert (Abbildung 4-14A). Fur
HCoV-229E- und HCoV-229E_N1305A-infizierte Zellen wurden jeweils unter 100 differentiell
regulierte Gene erfasst. Vergleicht man A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len, welche mit HCoV-229E oder
HCoV-229E-MacD-Mutanten infiziert wurden, fallt auf, dass die Expression der ausgewahlten Gene
in HCoV-229E_N1305A- und HCoV-229E-infizierten Zellen ahnlich ist (Abbildung 4-24A,
Abbildung 4-25). Die ubereinstimmend gefundene vermehrte FRA1-Expression unterstitzt die
Hypothese, dass die Wirtszelle versucht, die IFN-vermittelte Immunantwort durch die Regulation
(antiviraler) Gene zu aktivieren bzw. zu erhalten. Die Expression dieser ausgewahlten Gene wird
scheinbar nicht durch die Mutation beeinflusst. Allerdings stehen diese Ergebnisse der
Expressionsanalysen und der Replikationseffizienz (Kapitel 4.1.2) fur HCoV-229E_N1305A in
AB49CD13+TMPRSS2+_7a|len im Gegensatz zu einigen bereits friiher publizierten Daten. Bei SARS-CoV
fihrte die entsprechende Mutation in der MacD zu einer abgeschwachten Replikation [Kuri et al.,
2011]. In BMDMs konnte bei jener Mutation in MHV ebenfalls eine verringerte Replikation sowie
eine Veranderung der PARP-Expression beobachtet werden [Grunewald et al., 2019]. Eine
mogliche Ursache fir diese Diskrepanz konnten zelltypabhangige antivirale Abwehrmechanismen
oder Stoffwechselprozesse sein. Weitere Analysen sind erforderlich, um detailliertere Aussagen
treffen zu kénnen. Zusatzlich muss beachtet werden, dass in den vorhandenen Studien, trotz einer

hoch konservierten MacD (Abbildung 1-4), verschiedene Viren verwendet wurden.

Ein abweichendes Expressionsprofil flir PARP7-assoziierte Gene wurde in A549CD13+TMPRSS2+.
Zellen nach der Infektion mit HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E_N1357Q detektiert. Dabei
wurden beispielsweise FRA1, p50, MDA5 und RIG-I vermehrt exprimiert (Abbildung 4-25).
Zusatzlich wurde mittels RT-gPCR eine vermehrte TBK1-Expression in infizierten Zellen gefunden
(Abbildung 4-26). HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1357Q zeigten dabei die
starkste Expression, welche mittels NGS fir HCoV-229E_N1357Q erneut bestatigt bzw. auch fir
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S nachgewiesen wurde. Auflerdem konnte mit
beiden Methoden eine verringerte IRF3-Expression fur rekombinante HCoV-229E-MacD-Mutanten
mit diesen drei Mutationen detektiert werden. Die starkste Verdnderung der Genexpression wurde
durch die HCoV-229E_N1357Q-Infektion mittels NGS detektiert. Der Vergleich mit
HCoV-229E_N1357H- bzw. HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen (Anhang Abbildung 7-23,
Abbildung 7-24) zeigte die gleichen regulierten Gene und lasst vermuten, dass N1357 eine wichtige

Rolle bei der Unterdrickung bzw. dem Umgehen der antiviralen Immunantwort in
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AB49CD13+TMPRSS2+. 7elen spielen kdnnte. Allerdings hat der vollstandige Verlust der Doméne einen
schwacheren Effekt auf die Genregulation. Das bedeutet, dass eine an Position N1357 mutierte
MacD starkere Auswirkungen auf die Immunantwort hat als eine Deletion der gesamten Domaéne.
Eine mdgliche (aber noch zu bestatigende) Erklarung hierfur kénnte eine durch diese Mutationen
veranderte Substratspezifitit der MacD sein, die zu einem veranderten Spektrum von
Proteinsubstraten fiihren wirde, die von der MacD de-ADP-ribosyliert werden kénnen. Um einen
mdglichen direkten Zusammenhang mit der De-ADP-Ribosylierungsaktivitat zeigen zu kénnen, sind
weitere Experimente erforderlich. Allerdings kann festgehalten werden, dass N1357 eine wichtige
Rolle fir die De-ADP-Ribosylierungsaktivitdt Ubernimmt. So konnte gezeigt werden, dass
Substitutionen dieses Asn-Restes mit Histidin, Serin und Glutamin zu einer reduzierten MacD-
Aktivitdt an einem Testsubstrat fiuhren [Hartmann, 2023] und die zelluldre Genexpression in
infizierten Zellen zelltypabhangig beeinflussen. Neben der De-ADP-Ribosylierungsaktivitat der
MacD koénnten die Punktmutationen aber auch weitergehende Effekte haben, so zum Beispiel
koénnten sie die Strukturen und/oder Funktionen benachbarter Proteindomanen im nsp3-Protein
beeinflussen und damit auch deren mogliche Wechselwirkungen mit zellularen oder viralen

Interaktionspartnern beeintrachtigen.

5.2.4.3 Expression von PARP7-assoziierten Genen in HCoV-229E-infizierten

makrophagenahnlichen Zellen

THP-1-Zellen wurden in drei verschiedene Subtypen differenziert und die Expression PARP7-
assoziierter Gene untereinander verglichen. Zellibergreifend wurden DTX3L, IRF7 und TBK1
vermehrt bzw. IRF3 und IFNRL1 verringert exprimiert (Abbildung 4-27). Darlber hinaus wurde eine
Regulation weiterer Gene subtypabhangig detektiert. Eine gesteigerte Expression von FRA1 wurde
in THP1(M1)- und THP1(M2)-Zellen detektiert. Cai et al. konnten zeigen, dass durch eine
Polyinosinsaure:Polycytidylsaure-Stimulation (engl. polyinosinic-polycytidylic acid; poly(l:C)) von
THP-1-Zellen eine gesteigerte Interaktion von FRA1 und TRAF/TRIF stattfindet [Cai et al., 2017].
Poly(l:C) simuliert eine virale Infektion und aktiviert dadurch verschiedene Signalwege. Da eine
gesteigerte FRA1-Expression nicht in THP1(MO0)-Zellen beobachtet werden konnte, ist nicht
auszuschlie®en, dass die Differenzierung der THP-1-Zellen mit LPS, IFN-y bzw. IL-4 und IL-13
Ursache der veranderten Genexpression ist. Monozyten sind aufgrund der limitierten Infektion
dieser Zellen mit Coronaviren [Desforges et al., 2007] keine brauchbare Option fir diese
infektionsabhangige Analyse. Mdglicherweise sind aus Blut isolierte Makrophagen eine Alternative,
wobei auch deren Polarisation pathogen- bzw. zytokininduziert stattfindet. Zusatzlich kénnten die
Aussagen dabei durch Verwendung unterschiedlicher Spender bzw. durch das Vorliegen einer
Mischpopulation beeinflusst werden, insbesondere da den Subtypen verschiedene Aufgaben
wahrend des Infektionsverlaufs zugeschrieben werden und damit unterschiedliche Signalwege
aktiviert bzw. inhibiert werden. Sowohl in THP1(M1)- als auch in THP1(M2)-Zellen wurden
aulBerdem p50 und RIG-I vermehrt exprimiert. RIG-I und MDAS5, welche in THP1(M2)-Zellen
vermehrt detektiert wurden, Ubernehmen die Detektion viraler RNA und sind Bestandteil

verschiedener antiviraler Signalwege.
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Vergleicht man die vermehrt exprimierten Gene in den jeweiligen Zelltypen nach der Infektion mit
HCoV-229E, zeigen sich Abweichungen, sodass vermutlich eine zelltypabhédngige Regulation
stattfindet. MRC-5-Zellen exprimieren insbesondere p50, TBK1 und MDAS5. In A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen konnte eine vermehrte Expression von FRA1 und IRF7 detektiert werden. Alle drei
makrophagenahnlichen Subtypen zeigten eine vermehrte DTX3L-, IRF7- und TBK1-Expression.
Weitere subtypabhéngig verstarkt exprimierte Gene umfassen RIG-I, FRA1, p50 und MDAS. Dies
deutet auf eine individuelle antivirale Immunantwort der jeweiligen Zelltypen bzw. Subtypen hin. Die
Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten erfolgte in MRC-5- bzw. A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg||gn,
Letztere zeigten eine verstarkte Expression von FRA1 und p50 nach HCoV-229E_N1305A-
Infektion. Diese fuihrte in MRC-5-Zellen zu einer Expression von p50, MDA5 und TBK1. Die Analyse
des Microarray-Datensatzes zeigte Ubereinstimmend eine gesteigerte TBK1- und p50-Expression.
Zusatzlich wurden allerdings auch IRF1, DTX3L und p65 vermehrt exprimiert. In beiden Zelltypen
wurde eine gesteigerte p50-Expression festgestellt. Als Teil des NF-kB-Signalweges ist p50 unter
anderem an der Produktion von ISGs beteiligt. Abschliefend kann festgehalten werden, dass an
der Immunantwort in den verwendeten Zelltypen verschiedene Genregulationen beteiligt sind. In
allen drei Zelltypen erfolgt auf mMRNA-Ebene eine Regulation der IRF3-induzierten Immunantwort
(Kapitel 1.3). Da dabei verschiedene Proteinmodifikationen stattfinden, wurden ausgewahite
Proteine naher analysiert.

5.3 Zusammenhang zwischen Proteinregulation und Genexpression
wahrend einer HCoV-229E-Infektion

PARP7-mRNA wird zelltypunabhangig nach HCoV-229E-Infektion vermehrt exprimiert.
Stellvertretend fur HCoV-229E-induzierte PARPs wurde PARP7 in MRC-5-Zellen mittels Western
Blot analysiert (Abbildung 4-28A). Eine starke Zunahme konnte auf Proteinebene nicht
nachgewiesen werden, was auf die bekannte infektionsassoziierte verminderte Translation der
meisten zelluldaren mRNAs und der dadurch verringerten Neusynthese zellularer Proteine
zurlckzufihren sein kdnnte. Andere mogliche Ursachen kénnten auch ein alternatives Splicing der
mRNA, eine geringe Halbwertszeit von mRNA und/oder Protein und infektionsinduzierte
Proteindegradation durch bestimmte posttranslationale Modifikationen sein. Es wird spekuliert, dass
die schnelle Prozessierung von PARP7-Protein, welches eine Halbwertszeit von 4,5 min aufweist,
durch eine mdgliche Instabilitdt der Proteinstruktur bedingt sein kdnnte [Kamata et al., 2021]. Auf
Proteinebene konnte durch die fehlende Verfigbarkeit geeigneter spezifischer Antikdrper keine
weitere  Detektion in  A54Q9CD13+TMPRSS2+_7ellen  erfolgen. Das  Fehlen  geeigneter
Nachweisreagenzien verdeutlicht die Schwierigkeiten bei der Detektion von PARP7 und zeigt die
Notwendigkeit einer deutlich umfassenderen Charakterisierung zellularer PARPs. Bekannt ist, dass
PARP7 die antivirale Immunantwort durch die Regulation von Typ-I IFNs inhibiert [Jeltema ef al.,
2025]. Unter der Annahme, dass eine vermehrte mRNA-Expression durch die Infektion in einer
gesteigerten Proteinmenge resultiert, wirde eine verringerte Immunantwort erfolgen. Mdgliche
direkt mit PARP7 im Zusammenhang stehende Signalwege sind in Abbildung 1-3 dargestellt.
Darauf basierend wurde die Proteinanalyse fur TBK1, FRA1 und IRF3 erweitert.
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Ausgewahlte Proteine antiviraler Signalwege bzw. deren posttranslationale Modifikationen wurden
in MRC-5- und Ab49CD13+/TMPRSS2+.7¢|len analysiert. ADP-Ribosylierungen wurden mit einem
Antikérper, welcher MAR- und PARYylierung detektiert, bestimmt (Abbildung 4-30, Abbildung 4-32).
Verglichen mit nicht infizierten Proben wurde in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen ein
schwacheres Signal fir die Modifikationen detektiert. Dies kénnte ein Indiz fiir die MacD-vermittelte
De-ADP-Ribosylierung in virusinfizierten Zellen sein, welche zu einem geringeren Signal ADP-
ribosylierter Proteine flihrt. In AB549CD13+TMPRSS2+_7gllen konnte keine proteinilibergreifende
Veranderung der ADP-Ribosylierung in HCoV-229E-infizierten Zellen detektiert werden. Die
prominentesten ADP-ribosylierten Proteine mit Molekularmassen von ca. 70 und 50 kDa stimmten
jedoch in beiden Zelltypen tberein. Eine ADP-Ribosylierung des HCoV-229E-N-Proteins (50 kDa)
in MRC-5- und in A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen (Abbildung 4-30, Abbildung 4-32) wird anhand der
Proteingrofle und der in Kombination verwendeten Antikdrper angenommen. Fir andere
Coronaviren wie MHV, PEDV, SARS-CoV und MERS-CoV wurde bereits zuvor eine ADP-
Ribosylierung des N-Proteins nachgewiesen [Grunewald et al., 2018]. Eine gesteigerte
N-Proteinmenge sowie eine starkere ADP-Ribosylierung konnte nach der Infektion mit
HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1357Q in A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen detektiert werden
(Abbildung 4-32). Dies ist in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien, die zeigen konnten, dass
diese MacD-Mutanten keine bzw. eine reduzierte De-ADP-Ribosylierungsaktivitdit an einem
Testsubstrat in vitro besitzen [Hartmann, 2023]. Auffallig ist jedoch, dass nach der Infektion mit
HCoV-229E_N1305A, dessen MacD ebenfalls eine reduzierte De-ADP-Ribosylierungsaktivitat
besitzt, eine geringere (ADP-ribosylierte) N-Proteinmenge detektiert wurde. Die gefundenen
Unterschiede hinsichtlich der Proteinmenge und der ADP-Ribosylierung des N-Proteins in Zellen,
die mit HCoV-229E oder den unterschiedlichen MacD-Mutanten infiziert wurden, sollten in der
Zukunft naher analysiert werden. Zusatzlich kdnnte die Charakterisierung weiterer ADP-ribosylierter
Proteine mittels Massenspektrometrie ggf. nach vorheriger Anreicherung modifizierter Proteine
mittels Immunprazipitation erfolgen [Nowak et al, 2020]. Dartuber hinaus konnten
Interaktionspartner identifiziert werden, welche an der antiviralen Immunantwort beteiligt sind und

ggf. durch eine (limitierte) De-ADP-Ribosylierungsaktivitat der viralen MacD beeinflusst werden.

Neben viralen Proteinen kénnen auch zellulare Proteine, wie beispielsweise PARPs, FRA1 oder
TBK1 ADP-ribosyliert werden [Masaoka et al., 2012, Yamada et al., 2016, Manetsch et al., 2023].
Ausgewahlte Signalwege der Immunantwort wurden im Kontext mit einer moglichen Regulation
durch PARP7 naher betrachtet. Ein wichtiger Signalweg umfasst die Interaktion von TBK1 und IRF3,
wodurch IFNs und ISGs induziert werden. Basierend auf den vorangegangenen
Genexpressionsanalysen wurden TBK1- und IRF3-Proteinlevel in MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+.
Zellen analysiert. Die Stabilitdt und Aktivitat von TBK1 kann durch verschiedene posttranslationale
Modifikationen, unter anderem durch ADP-Ribosylierung, beeinflusst werden. Der Nachweis dieser
Modifikation ist technisch anspruchsvoll und wurde im Rahmen dieser Arbeit in keinem Zelltyp
untersucht. Wahrend auf mRNA-Ebene durch die HCoV-229E-Infektion TBK1 vermehrt detektiert
wurde, konnte auf Proteinebene ein Riickgang um ca. 20 % (nicht signifikant) in infizierten MRC-5-
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-31). In A549CD13+/TMPRSS2+_7ellen wurde TBK1-mRNA
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durch die Infektion mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357S und HCoV-229E_N1357Q
vermehrt detektiert. Auf Proteinebene konnte ebenfalls keine signifikante Anderung der
Proteinmenge durch die Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten detektiert
werden. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen fir MRC-5-Zellen zeigen andere Studien, dass eine
SARS-CoV-2-Infektion zu einer geringeren TBK1-Proteinmenge fiihrt. Eine Degradation kann dabei
beispielsweise durch die Bindung mit dem viralen M-Protein tber den Ubiquitin-Signalweg erfolgen
[Sui et al., 2021]. Auch andere virale Proteine (nsp6 und nsp13) kdnnen TBK1 binden und dessen
Phosphorylierungsaktivitat inhibieren [Xia et al., 2020]. Als Teil der Immunantwort erfolgt die
Expression von IFNs und ISGs durch die Translokation des phosphorylierten IRF3 in den Zellkern
[Yamada et al., 2016, Rasmussen et al., 2023]. Selbst bei gleichbleibender TBK1-Proteinmenge
kann die TBK1-vermittelte Phosphorylierung von IRF3 durch posttranslationale Modifikationen

beeinflusst sein.

Eine Veradnderung des Phosphorylierungszustandes von IRF3 wurde in MRC-5- und
AB549CD13+TMPRSS2+ 7 ellen detektiert (Abbildung 4-30, Abbildung 4-32). Intrazellular liegt IRF3 in
nicht-phosphorylierter, hypo- und/oder hyperphosphorylierter Form vor. Hypophosphoryliertes IRF3
wird als voraktiver Zustand bezeichnet. Eine Hyperphosphorylierung ist durch die Modifikation von
mindestens drei Aminosauren (Ser339, Ser386 und Ser396) gekennzeichnet [Robitaille et al.,
2016]. In MRC-5-Zellen konnten mittels Western Blot drei Signale detektiert werden, wobei davon
ausgegangen wird, dass es sich dabei um die nicht-phosphorylierte, die hypo- und die
hyperphosphorylierte Form handelt. In HCoV-229E-infizierten Proben wurde (im Vergleich mit nicht
infizierten MRC-5-Zellen) die hyperphosphorylierte Form vermehrt und hypophosphoryliertes IRF3
verringert detektiert. Diese Ergebnisse befindet sich in Ubereinstimmung mit der Literatur, da durch
verschiedene Stressfaktoren, wie eine virale Infektion, eine Phosphorylierung aktiviert wird,
wodurch hyperphosphoryliertes IRF3 als Dimer im Zellkern zur Aktivierung von IFNs fiihrt. Daflir
entscheidend ist eine spezifische Phosphorylierung von Serin bzw. Threonin [Servant et al., 2001,
Clément et al., 2008]. Interessanterweise wird IRF3-mRNA in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen
im Vergleich mit nicht infizierten Zellen verringert detektiert. Der Microarray-Datensatz zeigt dartiber
hinaus eine verringerte Expression nach Infektion mit HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_N1305A,
HCoV-229E_H1310A und HCoV-229E_N1357S. Au et al. konnten zeigen, dass eine konstante
IRF3-Expression unabhangig von einer Infektion unter anderem in HelLa-Zellen erfolgt. Allerdings
wurde die Versuchsreihe mit dem Newcastle-Disease-Virus (NDV) in einem Zeitraum von bis zu
24 hpi durchgefuhrt [Au et al., 1995]. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten
darauf hin, dass MRC-5-Zellen, trotz erhéhter PARP7- bzw. TBK1-mRNA-Level und einer
verringerten IRF3-Expression, sowohl die TBK1-Proteinmenge relativ konstant halten als auch die
Phosphorylierung von IRF3 als Teil der Immunantwort ermdglichen (Abbildung 4-30). Diese
Beobachtung ist zelltypabhangig, da in AB549CD13+/TMPRSS2*_Zellen eine Verdnderung des
Phosphorylierungszustandes von IRF3 in infizierten Proben beobachtet wurde. In HCoV-229E-
infizierten Zellen wurde hierbei weniger hypophosphoryliertes IRF3-Protein, aber kein vermehrt
hyperphosphoryliertes IRF3-Protein detektiert (Abbildung 4-32). Uberraschenderweise konnten
jedoch nach Infektionen mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E_N1357Q
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erhéhte Mengen hyperphosphorylierten IRF3-Proteins im Vergleich mit hypophosphoryliertem
IRF3-Protein in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len detektiert werden. Diese Daten legen den Schluss nahe,
dass alle HCoV-229E-MacD-Mutanten die (auch bei vielen anderen Virusinfektionen beobachtete)
Phosphorylierung von IRF3 induzieren, wahrend HCoV-229E (mit seiner aktiven MacD) offenbar in
der Lage ist, eine IRF3-vermittelte Immunantwort in diesen Zellen zu unterdricken. Diese
Schlussfolgerung widerspiegelt sich jedoch nicht in den gemessenen Virustitern, die keine
signifikante Titerreduktion nach Infektionen mit den MacD-Mutanten im Vergleich mit HCoV-229E
ergeben hatten. Dies weist daraufthin, dass weitere (antivirale) Signalwege durch HCoV-229E
reguliert werden, um (unabhangig von der MacD) eine effiziente Virusreplikation in Zellkultur
sicherzustellen. Andere Studien zeigen, dass 24 h nach Infektion mit Sendaivirus, einem RNA-
Virus, in A549- und THP-1-Zellen eine verringerte IRF3-Proteinmenge detektiert wird. In
Ubereinstimmung mit den gezeigten NGS-Daten (im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Proben)

konnte auch Wu et al. keine signifikante Regulation auf mMRNA-Level detektieren [Wu et al., 2021].

Ein indirekter Einfluss auf die IRF3-Aktivierung wurde fir FRA1 in anderen Studien beschrieben,
obwohl bisher kein direkter Zusammenhang zwischen den beiden Proteinen gezeigt wurde. Bekannt
ist, dass FRA1 als negativer Regulator bei der Synthese von Typ-I-IFNs wirken kann [Cai et al.,
2017]. Mittels NGS konnte fir FRA1 eine gesteigerte Expression nach der Infektion mit HCoV-229E
und HCoV-229E-MacD-Mutanten nachgewiesen werden. Eine signifikant erhohte Expression
wurde in HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S im Vergleich mit
HCoV-229E-infizierten Zellen detektiert (Abbildung 4-25, Anhang Abbildung 7-13). Eine verringerte
Proteinmenge wurde im Vergleich mit nicht infizierten Proben in allen infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen detektiert (Abbildung 4-32). Bekannt ist, dass FRA1 durch PARP7 stabilisiert und dessen
Degradation im Proteasom verhindert wird [Manetsch et al., 2023]. Sowohl PARP7 als auch FRA1
wurden auf mMRNA-Ebene vermehrt exprimiert. Allerdings ist die erhéhte FRA1-Expression mit einer
verringerten Proteinmenge assoziiert. Auffallig war dabei, dass die FRA1-Proteinmenge
insbesondere bei denjenigen HCoV-229E-MacD-Mutanten am geringsten war, die nach einer
Infektion zur grof3ten Anzahl differentiell regulierter Gene gefiihrt hatten. Dies kdnnte beispielsweise
darauf hindeuten, dass das FRA1-Protein durch andere (antivirale) Signalwege gehemmt bzw.

degradiert wird.

5.4 Auswirkungen eines PARP7-Knockdowns auf die HCoV-229E-

Infektion

Insbesondere durch die Analyse der Genexpression und ausgewahlter Proteine wurde ein
Zusammenhang zwischen der zelltypunabhangigen PARP7-mRNA-Expression und der
Immunantwort in infizierten Zellen vermutet. Um den Einfluss von PARPs, insbesondere PARP7,
zu analysieren, wurde versucht, verschiedene PARP-Knockout-Zelllinien zu generieren. Die
Verwendung eines lentiviralen CRISPR-Cas9-Systems fiihrte nach der Transduktion unabhangig
von dem verwendeten Zielgen zu Wachstumsdefiziten in MRC-5-Zellen. Die Transfektion von

kommerziell erworbenen siRNAs fir PARP7 und PARP9 resultierte in unspezifischer mRNA-
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Regulation dieser PARPs (Daten nicht gezeigt). Auf Grund dieser Beobachtungen wurden keine

PARP7-veranderten MRC-5-Zellen fir weitere Analysen verwendet.

AB49CD13+TMPRSS2+ Zellen konnten ohne Verdnderung des Phanotyps transduziert werden. Der
Nachweis eines Knockouts bzw. Knockdowns sollte auf Proteinebene erfolgen. Fur die Detektion
von PARP7 wurden verschiedene Antikorper getestet. AusschlieBlich mit einem Antikérper der
Firma Abcam (ab84664) gelang ein spezifischer Nachweis dieses Proteins. Der Vergleich der drei
verwendeten sgRNAs zu A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen, die nicht mit einer sgRNA inkubiert wurden,
zeigte eine deutlich verminderte Proteinmenge bei Verwendung der sgRNA3 (Abbildung 4-33A). Da
der zunachst verwendete Antikdrper inzwischen nicht mehr verfugbar ist, konnte leider keine
umfassendere Validierung auf Proteinebene erfolgen. Allerdings erfolgte eine Uberpriifung der
PARP7-Sequenz. Dabei konnte eine Leserasterverschiebung im PARP7-Gen in sgRNAS3-
transduzierten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4-33B). Dies lasst darauf schlieRen, dass
in diesen Zellen die Translation der mutieten mRNA zu einem massiv verklrzten und damit
dysfunktionalen PARP7-Protein fiihrt. Das angestrebte Ziel wurde auch durch ein geeignetes
Design der verwendeten sgRNAs unterstitzt, wobei alle verwendeten sgRNAs (an

unterschiedlichen Positionen) im ersten Exon dieses Gens banden.

Die erzeugten A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen mit PARP7-KD wurden hinsichtlich der Replikation von
HCoV-229E und den davon abgeleiteten HCoV-229E-MacD-Mutanten in A549CD13+TMPRSS2+_7Zg|len
mit bzw. ohne PARP7-KD verglichen (Abbildung 4-34, Abbildung 4-4). Beide Zelllinien wurden mit
HCoV-229E infiziert und 48 hpi wurden Virustiter von 108 PFU/ml gemessen. Auffallig war, dass ein
um eine log-Stufe geringerer Virustiter 48 hpi fir HCoV-229E-MacD-Mutanten in A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit PARP7-KD detektiert wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass der PARP7-KD scheinbar
keinen entscheidenden Einfluss auf die Virusreplikation nimmt, da die erzielten Virustiter in
AB49CD13+TMPRSS2+_ Zellen mit normalen oder reduzierten PARP7-Konzentrationen nur geringfligig
voneinander abwichen. Allerdings bleibt die Frage offen, weshalb die Expression von PARP7
zelltypunabhangig durch die Infektion erhdht ist. Eine moégliche Ursache kénnte die Regulation
anderer Gene im Rahmen der Immunantwort sein. Daher wurden die differentiell regulierten Gene
in A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit bzw. ohne PARP7-KD gegeniibergestelit.

5.4.1 PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen mit
PARP7-KD

Durch den PARP7-KD wurde eine gréf3ere Anzahl an Genen differentiell reguliert (Abbildung 4-35).
In HCoV-229E-infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD wurden mehr als flinffach mehr
Gene differentiell exprimiert. Ubereinstimmend mit vorherigen Analysen zeigte sich die groRte
Ahnlichkeit hinsichtlich der zelluldren Genexpression bei Zellen, die mit HCoV-229E oder
HCoV-229E_N1305A infiziert wurden. Infektionen mit den anderen HCoV-229E-MacD-Mutanten
fuhrten zu deutlich mehr differentiell exprimierte Genen in diesen Zellen. Insbesondere
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S wiesen untereinander ein

ahnliches Expressionsprofil auf. Eine ahnliche Regulation zeigten auch HCoV-229E_AMacD-
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infizierte A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD. Nach der Infektion mit den MacD-Mutanten in
AB49CD13+TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD wurden 323 Gene detektiert, die auch in HCoV-229E-
infizierten Proben reguliert wurden. Allerdings konnte in Ubereinstimmung mit A549CD13+TMPRSS2+.
Zellen ohne PARP7-KD eine Vielzahl regulierter Gene fir HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S sowie auch fir HCoV-229E_AMacD
nachgewiesen werden (Abbildung 4-35C). Durch die ibereinstimmend vermehrte Expression von
148 Genen nach der Infektion mit HCoV-229E _N1357H, HCoV-229E N1357Q und
HCoV-229E_N1357S konnte die Relevanz dieses Asparagin-Rests auch in A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit PARP7-KD gezeigt werden. Dabei sollte beachtet werden, dass bei allen verwendeten
Viren eine signifikant vermehrte PARP7-Expression mittels RT-gPCR und NGS detektiert wurde
(Abbildung 4-36, Abbildung 4-37, Abbildung 4-38, Anhang Abbildung 7-25). Gemeinsam ist beiden
Methoden, dass die Expression von PARP7 in A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen mit PARP7-KD nach
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E N1305A geringer ist als in
HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- oder HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen. Trotz
einer vermehrten Expression fihrt die KD-assoziierte Veranderung des Leserasters der gebildeten
mRNAs zu unvollstdndigen und deshalb dysfunktionalen PARP7-Protein-Varianten. Diskutiert wird,
ob fehlende bzw. funktionsunfahige PARPs durch die vermehrte Expression anderer PARPs
ausgeglichen werden kénnen. Fir PARP9 und PARP14 konnte ein solches Zusammenspiel bereits
gezeigt werden [Ilwata ef al., 2016]. Daher wurde auch die Expression der verbleibenden 16 PARPs
analysiert. Durch die Infektion mit HCoV-229E konnte zusatzlich PARP13S vermehrt nachgewiesen
werden. Abhangig von der fir die Infektion verwendeten MacD-Mutante wurden PARP5a, PARPSG,
PARPS8, PARPY, PARP10, PARP12 und PARP14 zuséatzlich vermehrt exprimiert. Auffallig war, dass
die meisten PARPs nach der Infektion mit HCoV-229E N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder
HCoV-229E_N1357S differentiell exprimiert wurden. Allerdings konnten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen detektiert werden. Das bedeutet, dass
eine gesteigerte Expression der PARPs vermutlich im Zusammenhang mit dem PARP7-KD steht.
Ein direkter Zusammenhang zwischen PARP7 und einem anderen PARP konnte bisher jedoch nicht

gezeigt werden.

5.4.2 Regulation PARP7-assoziierter Gene in HCoV-229E-infizierten
A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgallen mit PARP7-KD

Analog erfolgte die Analyse von PARP7-assoziierten Genen in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit
PARP7-KD. Nach der Infektion mit HCoV-229E wurden im Vergleich mit Zellen ohne PARP7-KD
p50, MDAS5 und RIG-I vermehrt exprimiert (Abbildung 4-39A). Diesen drei Genen gemeinsam ist
ihre Beteiligung an der NF-kB-assoziierten SignalUbertragung. IRF7 und FRA1 wurden unabhangig
von einem PARP7-KD vermehrt exprimiert (Abbildung 4-24A). Durch einen PARP7-KD wurden
mehr Gene differentiell reguliert. Das bedeutet, dass PARP7 eine Rolle bei der Unterdriickung von
(antiviralen) Signalwegen besitzen konnte. Diese Hypothese wird auch durch die gefundene
vermehrte Expression von Komponenten des NF-kB-Signalweges gestitzt. Die Infektionen mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S zeigten Ubereinstimmend
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eine vermehrte Expression von FRA1 im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+.
Zellen mit PARP7-KD. Abhangig von der verwendeten MacD-Mutante wurden zusatzlich p50, IRF7,
FRA1, MDAS5, RIG-I und/oder IKBKE vermehrt detektiert (Anhang Abbildung 7-15, Abbildung 7-24).
Sowohl fir die Infektion mit HCoV-229E als auch fir die Infektion mit den MacD-Mutanten wurden
ahnliche Genexpressionsprofile fiir Zellen ohne oder mit PARP7-KD erfasst. Keine veranderte
Regulation konnte nach Infektion mit HCoV-229E_N1357Q im Vergleich der beiden Zelllinien
gezeigt werden. Fiir HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S wurden ebenfalls die gleichen
Gene vermehrt exprimiert und die Anzahl regulierter Gene war ahnlich (Abbildung 4-40, Anhang
Abbildung 7-26). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine fehlerhafte PARP7-Expression,
welche zu einer geringeren Proteinmenge und/oder nicht funktionsfahigen Proteinen fihrt, einen
Einfluss auf die Immunantwort nimmt. Mdglicherweise werden PARP7-assoziierte Funktionen (wie
beispielsweise bestimmte Proteinmodifikationen) von anderen Proteinen tbernommen oder andere
PARP7-unabhangige Signalwege verstarkt aktiviert. Um den Einfluss eines PARP7-KD auf die

Proteinregulation zu priifen, wurden ausgewabhlte Proteine mittels Western Blot analysiert.

5.4.3 Proteinregulation in HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len mit

PARP7-KD

ADP-ribosylierte  Proteine  unterschiedlichster Grofle konnten nachgewiesen werden
(Abbildung 4-41). Die starksten Signale konnten in A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen ohne PARP7-KD bei
70 bzw. 50 kDa erfasst werden (wie bereits zuvor in den genetisch unveranderten parentalen
Zellen). Letzteres wird insbesondere aufgrund der Gréfie und den verwendeten Antikbrpern mit dem
viralen N-Protein assoziiert. Die Daten zeigen, dass PARP7 keine signifikanten Auswirkungen auf
die ADP-Ribosylierung des viralen N-Proteins hat und somit nicht bzw. nicht allein fir die ADP-
Ribosylierung dieses viralen Proteins verantwortlich ist. Derzeit kann das ADP-ribosylierte Protein
bzw. die Proteine mit einer GréRe von etwa 70 kDa keinem bekannten Protein zugeordnet werden.
Fur eine Identifizierung dieses und weiterer Proteine koénnte eine Analyse mittels

Massenspektrometrie durchgefiihrt werden.

Anhand der Ergebnisse der Western Blots kann festgehalten werden, dass PARP9 nicht die
Proteinfunktion von PARP7 in A549CD13+TMPRSS2+_7gllen mit PARP7-KD tUbernimmt, da PARP9 nicht
bzw. kaum detektiert wurde. Dies schlieft allerdings nicht das mégliche Zusammenspiel anderer

PARPs aus, um das Fehlen von PARP7 auszugleichen.

In infizierten Zellen wurde eine geringere FRA1-Proteinmenge als in nicht infizierten Zellen
unabhangig von der Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten detektiert. Dies
deutet auf eine reduzierte Proteinmenge durch eine Infektion hin. Die gefundene gesteigerte
Expression von FRA1-mRNA Kkorreliert somit nicht mit einer erhéhten FRA1-Proteinmenge.
Méglicherweise ist auch in diesem Fall der bekannte translationale ,Shutdown® in
coronavirusinfizierten Zellen fir diese Diskrepanz verantwortlich, der zu einer prafentiellen
Translation viraler gegentiber zellularer mRNAs flhrt. Weitere Faktoren kdnnten sein, dass durch
den PARP7-KD die Stabilisierung von FRA1 ausbleibt, sodass FRA1 degradiert wird [Manetsch et

128



Diskussion

al., 2023]. Dadurch erfolgt keine negative Regulation des Typ-I-IFN-Signalweges und der gebildete
Komplex aus TBK1, TRAF3 und TRIF fihrt zur Phosphorylierung von IRF3 [Cai et al., 2017]. TBK1
konnte in A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen mit PARP7-KD nach der Infektion mit HCoV-229E und
HCoV-229E-MacD-Mutanten detektiert werden (Abbildung 4-41). Allerdings erscheint die
Proteinmenge in HCoV-229E_AMacD- und HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen erhéht, obwohl
auf mRNA-Ebene nach der Infektion mit HCoV-229E N1357H, HCoV-229E _N1357Q und
HCoV-229E_N13578S eine vermehrte TBK1-Expression detektiert wurde. Auffallig ist, dass bei einer
héheren TBK1-Proteinmenge eine héhere Menge nicht-phosphoryliertes und hyperphosphoryliertes
IRF3 detektiert wurde. In HCoV-229E- und HCoV-229E N1357Q-infizierten Zellen wurde das
starkste Signal innerhalb der einzelnen Proben fur hyperphosphoryliertes IRF3 detektiert. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine IRF3-Phosphorylierung in allen infizierten Zellen erfolgt.
Dabei steht jedoch in Zellen, die mit HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E_N1305A infiziert

wurden, mehr nicht-phosphoryliertes Protein zur Verfligung.

5.5 Wachstumsanalyse von HCoV-229E in Abhangigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung

Durch eine Infektion werden antivirale Signalwege innerhalb der Wirtszelle aktiviert. Diese
resultieren unter anderem in der Freisetzung von IFNs, welche benachbarte Zellen bereits vor der
Infektion in Alarmbereitschaft, einen sogenannten antiviralen Status, versetzen kénnen. Dieser
Mechanismus kann durch die Vorbehandlung mit IFNs imitiert werden. Als Teil der angeborenen
Immunantwort werden Typ-lll-IFNs an der Epitheloberflaiche gebildet. Insbesondere bei einer
(RNA-) Virusinfektion mit einer hoéheren Viruspartikelmenge werden zusatzlich Typ-I-IFNs
freigesetzt [Zhang et al, 2008, Kikkert, 2020]. Bei unterschiedlichen Coronaviren wurde
Ubereinstimmend eine abgeschwéchte und/oder verzbégerte Typ-I-IFN-Antwort beobachtet. Dabei
begunstigt beispielsweise eine Blockade der IRF3-vermittelten [IFN-B-Produktion die
Virusreplikation [Spiegel et al., 2005, Kuri et al., 2009, Kuri & Weber, 2010]. Unterschiedliche
Studien belegen, dass eine IFN-B-Behandlung vor allem zu Beginn der Infektion die Replikation von
CoVs hemmen kann [Thiel & Weber, 2008, Felgenhauer et al., 2020, Mary et al., 2020]. Allerdings
haben Coronaviren verschiedene Mechanismen entwickelt, um der antiviralen Immunantwort der
Wirtszelle zu entgehen (Kapitel 1.6). Unter anderem wird die Induktion von IFN-B und die
Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch MPe-vermittelte Spaltungen spezifischer zellularer
Proteine unterdriickt [Martianez-Vendrell et al., 2025]. Andere Studien beschreiben eine inhibierte
IFN-Antwort in Abhangigkeit von der MacD bzw. deren enzymatischer Aktivitat [Kuri et al., 2011,
Alhammad et al., 2023, Pfannenstiel et al., 2025].

5.5.1 IFN-abhangige Replikation von HCoV-229E in MRC-5-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Replikation von HCoV-229E in Abhangigkeit von Typ-I- (IFN-a
und IFN-B) und Typ-lll- (IFN-A) IFN in humanen Fibroblasten analysiert. Dabei wurde eine
signifikante Verringerung des Virustiters 24 und 48 hpi nach der Vorbehandlung mit 100 U IFN-B1

pro ml detektiert (Abbildung 4-1). Dies stimmt mit anderen Studien Uberein, die bereits zeigen
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konnten, dass MRC-5-Zellen durch die Zugabe von Typ-I-IFN in einen antiviralen Status versetzt
werden und die Infektion mit HCoV-229E verringert wird. Dartber hinaus wurde eine Verringerung
der Replikation nach Behandlung mit IFN-a beschrieben [Duncan et al., 2023]. Im Gegensatz zu
diesen friheren Daten konnte im Rahmen dieser Arbeit kein reduzierter Virustiter nach einer
Vorbehandlung der MRC-5-Zellen mit 100 U/ml IFN-a2 detektiert werden (Abbildung 4-1). Dies
deutet darauf hin, dass MRC-5-Zellen nicht IFN-a2-sensitiv bei der verwendeten Virusmenge oder
der verwendeten Interferonkonzentration von 100 U/ml sind. Fir die fiinffache Menge IFN-a konnte
Duncan et al. zeigen, dass die Replikation von HCoV-229E bei einer MOI von 0,01 verzdgert
stattfindet [Duncan et al., 2023]. Zelltypabhangig besitzt sowohl IFN-a als auch IFN-A eine antivirale
Wirkung gegenuber unterschiedlichen CoVs, wie z. B. HCoV-229E, SARS-CoV und MERS-CoV
[Kuri et al., 2011, Hamming et al., 2013]. Im Rahmen von SARS-CoV-2-Infektionen wurden bei
spater genesenen Patienten héhere IFN-A1-Konzentrationen gemessen als in Patienten, die an
dieser Infektion verstarben. Diese Beobachtung legt nahe, dass IFN-A1 bei einer COVID-19-
Erkrankung einen positiven Einfluss auf die Genesung besitzt [Fallah Vastani et al., 2022]. Wie
erwartet konnte keine IFN-A1-induzierte Virustiterverringerung in HCoV-229E-infizierten MRC-5-
Zellen detektiert werden, da Fibroblasten den benétigten Rezeptor (IFNRL1) nicht exprimieren
[Meager et al., 2005, Stoltz and Klingstrom, 2010, Hermant & Michiels, 2014]. Fur alle
nachfolgenden Analysen wurde deshalb ausschlief3lich eine IFN-B1-Behandlung 16 h vor der
Infektion durchgefihrt und deren Auswirkungen auf die virale Replikation sowie die zellulare

Genexpression und Proteinregulation analysiert.

Daruber hinaus wurden HCoV-229E-MacD-Mutanten verwendet, um mdgliche Zusammenhange
zwischen einer reduzierten oder fehlenden De-ADP-Ribosylierungsaktivitat der viralen MacD und
den beobachteten Effekten der IFN-B1-Behandlung zu bestimmen. Eine IFN-B-Vorbehandlung
fuhrte zu einer inhomogenen Verteilung der HCoV-229E-Infektion auf dem Zellrasen
(Abbildung 4-2B1, Abbildung 4-2B2), welche sich zusatzlich in einem reduzierten Virustiter
(10%-10% PFU/ml) widerspiegelte (Abbildung 4-3). Eine Behandlung HCoV-229E-infizierter MRC-5-

Zellen flhrte zu einem verzogerten Anstieg des Virustiters im Zeitraum von 8 bis 96 hpi.

Die Behandlung fuhrte 48 hpi bei allen verwendeten Viren (HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_H1310A, HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S) zu signifikant verringerten Virustitern in MRC-5-Zellen
(Abbildung 4-3B). Die MacD-Mutanten zeigten mit Ausnahme von HCoV-229E_AMacD einen um
bis zu zwei log-Stufen niedrigeren Virustiter als HCoV-229E. Die MacD-Deletion wies die hdchste
IFN-B-Sensitivitat, mit einem um funf log-Stufen verringerten Virustiter, auf. Verringerte Virustiter
durch die IFN-B-Zugabe wurden auch in MHV-infizierten Makrophagen aus dem Knochenmark
(engl. bone marrow-derived macrophages, BMDM) beschrieben. Grunewald et al. zeigten ahnliche
Verringerungen im Vergleich von MHV und MHV_N1347A [Grunewald et al., 2019]. Die in dieser
MHV-MacD-Mutante vorhandene Alanin-Substitution eines konservierten Asparaginrestes im
aktiven Zentrum der MacD entspricht exakt derjenigen der in dieser Arbeit verwendeten
MacD-Mutante HCoV-229E_N1305A. Eine erhdhte [IFN-Sensitivitat konnte auch in
SARS-CoV-2_AMacD1-infizierten Calu-3-Zellen von Alhammad et al. gezeigt werden.
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Interessanterweise konnte dabei kein signifikanter Unterschied gegeniber SARS-CoV-2-infizierten
Zellen nach einer IFN-B-Vorbehandlung mit bis zu 500 U detektiert werden. Allerdings wurde eine
IFN-y-Sensitivitdt nachgewiesen [Alnammad et al., 2023]. In Ubereinstimmung zeigen diese Daten,
dass eine Vorbehandlung mit IFNs zu einer verringerten Replikation von CoVs fihrt. Einige der
zuvor verwendeten MacD-Mutanten wurden in einem zusatzlichen Zelltyp verwendet, um maogliche

zelltypabhangige Unterschiede in der Virusreplikation charakterisieren zu kénnen.

5.5.2 IFN-B-abhangige Replikation von HCoV-229E in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len

Reduzierte Virustiter konnten fiir MacD-Mutanten zelltypunabhangig auch in A549CD13+/TMPRSS2+.
Zellen nachgewiesen werden. Mikroskopische Aufnahmen der A549CD13+TMPRSS2+_7gllen, wie auch
der MRC-5-Zellen, zeigten eine durch die IFN-B-Behandlung verursachte inhomogene Verteilung
infizierter Zellen (Abbildung 4-5B1, Abbildung 4-5B2). Analog zu unbehandelten infizierten
AB49CD13+TMPRSS2+_Zelen konnte eine Syncytiumbildung detektiert werden. Eine antivirale Wirkung
von IFNs, insbesondere von IFN-B, ist in A549-Zellen auch fiir verschiedene andere Viren,
beispielsweise Blauzungenvirus, Rhinovirus und Zika-Virus, beschrieben worden. Dabei wurden
Konzentrationen von 31-1000 U/ml IFN-B verwendet [Gaajetaan et al., 2013, Doceul et al., 2014,
Gobillot et al., 2020]. Fir HCoV-229E-infizierte Zellen konnte bei einer Konzentration von 100 U/ml
eine gehemmte Virusreplikation nachgewiesen werden (Abbildung 4-4). Darlber hinaus wurde fir
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q 48 hpi eine signifikante
Verringerung des Virustiters durch IFN-§ detektiert. Die Ergebnisse fir HCoV-229E_N1305A sind
in Ubereinstimmung mit der Literatur. Bei SARS-CoV filhrte diese Mutation zu einer verringerten
Replikation und einer gesteigerten IFN-Sensitivitat [Kuri et al., 2011]. In BMDMs konnte fir MHV mit
dieser Mutation ebenfalls eine verringerte Replikation, eine gesteigerte IFN-Sensitivitat sowie eine
Verdnderung der PARP-Expression beobachtet werden [Grunewald et al, 2019].
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S zeigten eine (nicht signifikant) reduzierte
Replikation durch eine IFN-B-Vorbehandlung. Andere Studien weisen bei der Infektion von
AB4QACE2+TMPRSS2+_Zgllen mit SARS-CoV-2 und einer IFN-B-Vorbehandlung (170 U/ml) 24 hpi eine
signifikant verringerte Virusreplikation auf [Magalhdes et al., 2023]. In Tumorzellen kann das
Zellwachstum und zelluldre (antivirale) Signalwege durch die IFN-B-Exposition beeinflusst sein
[Hiebinger et al., 2023]. Inwieweit die zusatzlich Uberexprimierten Gene (CD13, TMPRSS2)
Auswirkungen auf zellulare Funktionen und den Infektionsverlauf haben, ist nicht bekannt. Fur die
Infektion mit HCoV-229E ist die Expression des Rezeptors (CD13) und der Serinprotease allerdings
erforderlich, um die effiziente rezeptorvermittelte Virusaufnahme und Aktivierung der
Fusionsaktivitat des viralen S-Proteins an der Plasmamembran zu ermdglichen. Zusatzlich sollte
allerdings beachtet werden, dass CD13 in Krebszellen unter anderem die Signalweiterleitung
beeintrachtigen kann. Darlber hinaus sind Auswirkungen auf die Zellmigration, Protein-Protein-

Interaktionen und Signaltransduktionen méglich [Lendeckel et al., 2023].

Neben A54Q9CD13+TMPRSS2+ 7gllen wurde ein weiterer Tumorzelltyp (Huh-7-Zellen) analog
vorbehandelt und/oder mit HCoV-229E infiziert. Dabei konnte keine IFN-B-induzierte
Virustiterverringerung detektiert werden (Anhang Abbildung 7-22). Dies steht im Kontrast zu
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Ergebnissen von SARS-CoV-2-infizierten Huh-7-Zellen. Durch eine Vorbehandlung mit 100 U IFN-
konnten Chen et al. verringerte Virustiter detektieren [Chen et al., 2021]. Eine mdgliche Erklarung
dafir kénnen Schwankungen der spezifischen Aktivitdt des kommerziell erworbenen IFN-f, die
auch innerhalb dieses Projektes beobachtet wurden (Daten nicht gezeigt) oder eine virusspezifische
IFN-Sensitivitat sein. Studien konnten nach einer IFN-B-Behandlung von A549- oder Huh-7-Zellen
mit anschlieBender Virusinfektion eine veranderte Genexpression, eine Induktion antiviraler
microRNAs oder ISGs nachweisen [Melén et al., 2000, Brownell et al., 2013, Gaajetaan et al., 2013,
Chen et al., 2021, Alalem et al., 2023]. Um einen Uberblick tiber die zelluldre Genregulation wéahrend
einer HCoV-229E-Infektion in  Abhéngigkeit von [IFN-B zu erhalten, wurde eine
Genexpressionsanalyse fiir IFN-B-behandelte MRC-5-Zellen und A549CD13+TMPRSS2+_Zg|len

durchgefihrt.

5.6 Welchen Einfluss hat eine IFN-B-Vorbehandlung auf die

Genexpression wahrend der HCoV-229E-Infektion?

Die Auswirkungen einer IFN-B-Vorbehandlung auf die Genexpression wurden in infizierten MRC-5-
Zellen und A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen analysiert. Fir beide Zelltypen wurde je eine Heatmap als
Gesamtubersicht erstellt (Abbildung 4-8A, Abbildung 4-14A).

5.6.1 Genexpression in IFN-B-vorbehandelten HCoV-229E-infizierten MRC-5-

Zellen

Eine erste Ubersicht differentiell regulierter Gene (p-Wert = 1,3 und Log2FoldChange = 2 bzw. < -2)
wurde als Heatmap in Abbildung 4-8A fir behandelte und/oder infizierte MRC-5-Zellen dargestellt.
Die zellulare Genexpression wurde dabei nach einer Vorbehandlung der Zellen mit IFN-B und
nachfolgender Infektion mit HCoV-229E bzw. HCoV-229E_N1305A bei einer MOI von 0,1 oder 3,0

vergleichend untersucht.

Bei einer IFN-Vorbehandlung wird davon ausgegangen, dass eine Induktion von ISGs und damit
verbundenen antiviralen Signalwegen erfolgt, die zu einer reduzierten Virusreplikation
(Abbildung 4-3) beitragen. Die Behandlung mit IFN-B fuhrte in allen Proben zu einer geringeren
Anzahl differentiell exprimierter Gene (Abbildung 4-8A, Abbildung 4-8C) in virusinfizierten Zellen.
Bei Verwendung einer hohen MOI von 3,0 zeigte sich in infizierten MRC-5-Zellen, sowohl in
unbehandelten als auch in IFN-B-behandelten Zellen, eine erhdhte Anzahl differentiell exprimierter
Gene. Durch eine Interferonzugabe wurden andere bzw. zusatzliche Gene reguliert. Gleichzeitig
wurden einige durch die Infektion induzierte Gene bei IFN-B-Vorbehandlung nicht mehr (signifikant)
differentiell exprimiert. Es ist davon auszugehen, dass die IFN-B-Vorbehandlung zu einer
reduzierten Virusreplikation fUhrt, die wiederum eine Anpassung der zelluldren Genexpression zur
Folge hat. Die Auswirkungen der IFN-3-Vorbehandlung waren bei einer Infektion mit einer héheren
MOI jedoch deutlich verringert. Wahrend in unbehandelten Zellen 386 identische Gene in
HCoV-229E- bzw. HCoV-229E_N1305A-infizierten Proben vermehrt detektiert wurden, konnten in

IFN-B-vorbehandelten infizierten MRC-5-Zellen lediglich 7 verstarkt exprimierte Gene beobachtet
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werden. Diese Gene (IL6, CXCL2, CXCL3, CXCL8, DDIT3, HSPA6, HERPUD1) stehen im

Zusammenhang mit der stressassoziierten Immunantwort.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Genregulation sowohl von der Virusmenge, dem verwendeten
Virus als auch von einer IFN-B-Behandlung abhangig ist. Durch eine verzdgerte Infektion (MOI 0,1)
kann eine IFN-induzierte Aktivierung benachbarter Zellen erfolgen, sodass unterschiedliche Gene
bzw. Signalwege reguliert werden. Bei einer Infektion mit einer MOI von 3,0 kann von einer Infektion
aller Zellen ausgegangen werden. Eine veranderte Genexpression und die damit in Verbindung
stehenden Signalwege sind vom Verlauf der CoV-Infektion bzw. der verwendeten MOI abhangig
[Sun et al., 2020, Ding et al., 2023]. Die deutlich geringere Genexpression bei Verwendung von
HCoV-229E_N1305A, einer MacD-Mutante mit abgeschwachter De-ADP-Ribosylierungsaktivitat,
kénnte zusatzlich darauf hindeuten, dass die Aktivierung einer Vielzahl von Genen und/oder
Signalwegen in MRC-5-Zellen bei einer Infektion mit dieser MacD-Mutante nicht erforderlich ist.
Neben der De-ADP-Ribosylierungsaktivitdt konnten dabei weitere Faktoren wie die Proteinfaltung

oder Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle spielen.

5.6.2 Genexpression in IFN-B-vorbehandelten HCoV-229E-infizierten

A5490D1 3+/TMPRSSZ+_Ze| len

Nach einer IFN-B-Behandlung und anschlieender Infektion mit HCoV-229E wurden in
MRC-5-Zellen rund vierfach mehr Gene als in A54Q9CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len differentiell reguliert
(Abbildung 4-8A, Abbildung 4-14A). Die geringere Anzahl differentiell exprimierter Gene in beiden
IFN-B-vorbehandelten Zelltypen deutet auf eine abgeschwachte Immunantwort hin. Diese korreliert
aulBerdem mit einer geringeren Virusreplikation in diesen Zellen (Abbildung 4-4). Auch in
AB49CD13+TMPRSS2+_Zellen, welche mit einer der MacD-Mutanten infiziert wurden, konnte dies
beobachtet werden. Zusatzlich wurde die Expression der ISGs in unbehandelten und
IFN-B-behandelten Zellen gegentubergestellt. Wahrend die Anzahl vermehrt exprimierter ISGs in
HCoV-229E-infizierten Zellen durch die IFN-B-Behandlung verdoppelt wurde, konnte lediglich eine
Zunahme um 21,7 bis 40 % in mit MacD-Mutanten infizierten Zellen detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Dies weist auf eine geringere Aktivierung der Zellen in behandelten und mit MacD-
Mutanten infizierten Proben hin. Den schwachsten Effekt auf die Genregulation zeigte
HCoV-229E_N1305A unabhangig von einer Vorbehandlung. Eine dhnliche Anzahl regulierter Gene
konnte fir HCoV-229E-infizierte Zellen detektiert werden. Eine drei- bis funffach gesteigerte Anzahl
vermehrt exprimierter Gene konnte in vorbehandelten HCoV-229E_AMacD-,
HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- bzw. HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen
detektiert werden. Die MacD-Mutanten HCoV-229E N1357H, HCoV-229E N1357Q und
HCoV-229E_N1357S wiesen in behandelten Zellen geringe Abweichungen untereinander auf. Fur
einen besseren Vergleich der in allen MacD-Mutanten vermehrt exprimierten Gene wurde ein
UpSet-Diagramm fiir behandelte A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen erstellt (Abbildung 4-14D). Bei
Infektionen mit (allen) MacD-Mutanten wurden 60 Gene nach vorheriger IFN-B-Behandlung
identifiziert, wobei 56 dieser Gene auch in Zellen nach einer Infektion mit HCoV-229E detektiert

wurden. Dieses Ergebnis legt nahe, dass diese Gene Teil einer allgemeinen innaten Immunantwort
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auf die Virusinfektion in IFN-B-behandelten A549CP13+TMPRSS2+_7gllen sind und ihre differentielle
Expression unabhangig von der Aktivitat der viralen MacD erfolgt. Auffallig ist, dass bei Infektionen
mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S 147 Ubereinstimmende
Gene in IFN-B-behandelten Zellen detektiert werden konnten. Da lediglich 13 dieser Gene auch
ohne diese IFN-B-Vorbehandlung detektiert wurden, ist davon auszugehen, dass eine
HCoV-229E_N1357-spezifische Induktion bestimmter Signalwege in IFN-B-behandelten
AB4QCD13+TMPRSS2+_7galen stattfindet. Um einen detaillierteren Einblick in die Genregulation zu
erhalten, wurde unter anderem die PARP-Expression in behandelten MRC-5-Zellen und
AB4QCD13+/TMPRSS2+_7e|len analysiert, die mit HCoV-229E oder einer der HCoV-229E-MacD-

Mutanten infiziert wurden.

5.6.3 Expression von PARP-mRNA in Abhangigkeit von HCoV-229E-Infektion
und/oder IFN-B-Vorbehandlung

Wie zuvor gezeigt, kdnnen einige PARPs infektionsspezifisch vermehrt exprimiert werden
(Kapitel 4.2, Kapitel 5.2.3). Andere werden den ISGs zugeordnet und werden durch IFN induziert
[OhAinle et al., 2018, Roesch et al., 2018]. In Abhangigkeit von einer IFN-B-Behandlung und/oder
HCoV-229E-Infektion wurde die Expression der 17 humanen PARPs analysiert.

5.6.3.1 IFN-B-abhangige PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen

Die Reanalyse hinsichtlich der PARP-Genexpression (Anhang Abbildung 7-5, Abbildung 7-6,
Abbildung 7-7) des bereits vorhandenen Microarray-Datensatzes ermdglichte einen Einblick in die
deregulierten Gene in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung in infizierten MRC-5-Zellen.
Sowohl RT-gPCR- (Abbildung 4-10) als auch NGS-Datensatze (Abbildung 4-9, Abbildung 4-11
Abbildung 4-12) zeigten Ubereinstimmungen und (methodisch bedingte) Abweichungen hinsichtlich
der Expression ausgewahlter Gene (Kapitel 5.2.3.1). Die Microarray-Daten zeigten eine 6,8-fach-
vermehrte Expression von PARP10 durch die IFN-B-Behandlung von MRC-5-Zellen ohne
anschlieBende Infektion (Anhang Abbildung 7-7). Im Gegensatz dazu konnten keine IFN-[3-
induzierten PARPs mittels NGS detektiert werden (Abbildung 4-9). Friihere Arbeiten wiesen darauf
hin, dass PARP7, PARP9, PARP10, PARP11, PARP12, PARP13, PARP14 und PARP15
IFN-induziert werden kénnen [Grunewald et al., 2019]. Diese Annahme beruht auf RT-qPCR-
Ergebnissen, wobei Grunewald et al. mit den gewahlten Primerpaaren nicht alle 17 humanen
PARPs detektieren konnten. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten RT-gPCR-Analysen
erlaubten die Detektion aller PARPs und eine Gegenuberstellung von IFN-B- und
infektionsspezifisch differentiell exprimierten PARPs. Mit Ausnahme von PARP4 konnte eine
Zunahme der Expression durch IFN-B firr alle PARPs detektiert werden. Allerdings ist die
infektionsspezifische Genexpression einiger dieser PARPs um ein Vielfaches hoéher
(Abbildung 4-10, Kapitel 5.2.3). Fir PARP2, PARP3, PARP9, PARP10, PARP14 und PARP15
konnte dies nicht beobachtet werden. Das bedeutet, dass (Ubereinstimmend mit Grunewald et al.)
eine IFN-B-vermittelte Aktivierung der Genexpression fiur PARP9, PARP10, PARP14 und PARP15

gezeigt werden konnte. Andere Studien haben zur Einordnung dieser PARPs, wie auch von
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PARP5b, PARP11, PARP12, PARP13S und PARP13L, als ISGs beigetragen [OhAinle et al., 2018,
Roesch et al., 2018]. Ein Teil der regulierten PARPs wurde auch bei einer Infektion von IFN-3-
vorbehandelten MRC-5-Zellen induziert. Eine gesteigerte Expression von PARP7, PARP9,
PARP10, PARP11, PARP12, PARP13 (bzw. PARP13S) und PARP14 wurde mittels RT-gPCR,
Microarray und/oder NGS-Analyse bestatigt.

Mittels NGS wurden zusatzlich MRC-5-Zellen analysiert, die mit einer MOI von 3,0 infiziert wurden
(Abbildung 4-11). In IFN-B-vorbehandelten und HCoV-229E-infizierten Zellen wurde PARP7,
PARP13S, PARP12, PARP9, PARP14 und PARP10 vermehrt exprimiert. Lediglich PARP10 und
PARP14 wurden in MRC-5-Zellen, welche IFN-B-vorbehandelt und mit HCoV-229E (MOI 0,1)
infiziert wurden, nicht vermehrt exprimiert nachgewiesen. Auffallig war dabei, dass bei einer IFN-3-
Behandlung und anschlieBenden Infektion mit HCoV-229E_N1305A bei einer MOI von 0,1 keine
signifikante PARP-Regulation erfolgt. Bei einer héheren MOI von 3,0 wurden hingegen PARP7,
PARP9, PARP12, PARP14, PARP13S und PARP10 vermehrt exprimiert. Der Vergleich mit
vorbehandelten HCoV-229E-infizierten Zellen zeigte nur in vorbehandelten HCoV-229E_N1305A-
infizierten (MOI 0,1) Proben signifikante Unterschiede. Dabei konnte eine verringerte Expression
von PARP7, PARP9 und PARP13S bestatigt werden (Anhang Abbildung 7-9). Allgemein bekannt
ist, dass durch Verwendung einer héheren Virusmenge, die zu einer frihen Infektion nahezu aller
Zellen der Kultur flihrt, eine verstarkte antivirale Immunantwort, also eine veranderte
Genexpression, ausgelost werden kann. Da sowohl die Anzahl regulierter PARPs als auch die
Gesamtanzahl differentiell exprimierter Gene durch eine hdhere Virusmenge ansteigt, ist davon
auszugehen, dass zusatzliche Mechanismen der antiviralen Wirtsantwort und/oder virusinduzierte
infektionsférdernde Prozesse aktiviert werden. Diese Auswirkungen konnten sowohl in

unbehandelten als auch in behandelten MRC-5-Zellen nachgewiesen werden.

Darlber hinaus zeigte die Reanalyse der Microarray-Daten, dass die Expression von PARPs
abhangig von den fiir die Infektion verwendeten MacD-Mutanten variiert (Anhang Abbildung 7-5 bis
Abbildung 7-7). Die Mutanten unterschieden sich hinsichtlich der (im Vergleich mit HCoV-229E)
veranderten De-ADP-Ribosylierungsaktivitat ihrer genetisch veranderten MacD [Hartmann, 2023].
Die Microarray-Datenanalyse zeigte keine Regulation der PARPs nach Infektion mit
HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E_AMacD in IFN-B-vorbehandelten
MRC-5-Zellen. Eine vermehrte Regulation wurde fur PARP11, PARP9, PARP14 und PARP7 fur
HCoV-229E_H1310A bzw. fir PARP15, PARP7 und PARP14 fiir HCoV-229E_N1357S beobachtet.
Im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Proben wurden PARP7, PARP11 oder PARP12 abhangig
von der verwendeten MacD-Mutante verringert bzw. PARP1, PARP4 und/oder PARP15 vermehrt
exprimiert. Welche Funktion die einzelnen differentiell regulierten PARPs libernehmen ist allerdings
nicht oder nur teilweise bekannt (Kapitel 1.8).

5.6.3.2 IFN-B-abhangige PARP-Expression in HCoV-229E-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len

Um zelltypabhangige bzw. -unabhangige Auswirkungen zu charakterisieren, wurden MRC-5-Zellen
und A549CD13+/TMPRSS2+_7ellen in Abhangigkeit von einer IFN-B-Behandlung und einer HCoV-229E-
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Infektion analysiert (Abbildung 4-14, Abbildung 4-15). Durch die Behandlung mit IFN-B konnte
mittels NGS keine PARP-Regulation in A549CD13+TMPRSS2+_7e|len nachgewiesen werden. Allerdings
wurde eine vermehrte Expression von PARP10, PARP9, PARP13S, PARP12 und PARP14 nach
Vorbehandlung und anschlieBender HCoV-229E-Infektion gefunden. Methodenabhangig wurden
diese und andere PARPs (PARP5a, PARP7, PARP8, PARP11) unter den gleichen
Versuchsbedingungen ebenfalls in MRC-5-Zellen vermehrt detektiert und scheinen daher relevant
fur die innate Immunantwort zu sein. Bereits in friiheren Studien wurden in Zellen, die mit (anderen)
Coronaviren infiziert und/oder einer IFN-Behandlung unterzogen wurden, einige dieser PARPs als
vermehrt exprimiert nachgewiesen. Grunewald et al. zeigten eine vermehrte Expression von
PARP7, PARP9, PARP10, PARP11, PARP12, PARP13 und PARP14 in IFN-B-behandelten MHV-
infizierten BMDMs 18 hpi [Grunewald et al., 2019]. Eine IFN-B-Behandlung von BMDMs ohne
Infektion fUhrt unter anderem zu einer gesteigerten Expression von PARP7, PARPS, PARP9,
PARP10, PARP11, PARP12, PARP13 und PARP14 ab 2 h nach der IFN-B-Zugabe [Jeltema et al.,
2025]. Dies deutet darauf hin, dass ausgewahlte PARPs unabhangig vom Zelltyp IFN-B-induziert
werden und einen Einfluss auf die Wirtszellantwort wahrend einer CoV-Infektion nehmen kénnen.
Méglicherweise weisen IFN-induzierte PARPs nach der IFN-B-Behandlung oder im Infektionsverlauf
eine veranderte Expression auf. Dadurch kénnte die PARP-Expression direkt mit der Aktivierung
der Zellen im Zusammenhang stehen. Um diese Hypothese zu priifen, sollte ein zeitabhangiger

Nachweis auf mRNA-Ebene erfolgen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte allerdings der Einfluss der MacD-Mutanten auf die wirtszellulare
Genexpression im Fokus stehen. NGS-Analysen von Zellen, die mit MacD-Mutanten
(HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
HCoV-229E_N1357S) infiziert wurden, ergaben, dass PARP9, PARP10, PARP12 und PARP14 in
behandelten A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen 48 hpi Ubergreifend vermehrt exprimiert wurden
(Abbildung 4-16, Anhang Abbildung 7-23). Fur diese Gene wurde bereits in anderen Zelltypen eine
gesteigerte Expression durch IFN--Zugabe detektiert [Jeltema et al., 2025]. Die Anzahl signifikant
regulierter Gene unterschied sich in unbehandelten und IFN-B-behandelten Zellen abhangig von
der fur die Infektion verwendeten MacD-Mutante. Im Vergleich mit vorbehandelten HCoV-229E-
infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7gllen (Anhang Abbildung 7-10, Abbildung 7-23) konnte eine
signifikant erhdhte Expression von PARP8 (HCoV-229E_AMacD) bzw. PARP7, PARP8 und
PARP13S (HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S) detektiert werden.
Das bedeutet, dass — im Vergleich mit unbehandelten Proben - eine abgeschwachte
Genexpression nach der IFN-B-Zugabe erfolgte, aber ausgewahlte PARPs in mit MacD-Mutanten
infizierten Zellen vermehrt exprimiert wurden. Eine besondere Rolle kénnten dabei PARP7, PARPS,
PARP9, PARP10, PARP12, PARP13S und/oder PARP14 einnehmen. Die Funktion dieser PARPs
wahrend der Infektion ist bisher kaum aufgeklart worden. Stellvertretend fur diese PARPs wurde in
dieser Arbeit PARP7, welches zelltypunabhangig nach einer HCoV-229E-Infektion vermehrt
exprimiert wurde, naher Dbetrachtet (Abbildung 4-9, Abbildung4-12, Abbildung 4-15,
Abbildung 4-16). Die infektionsbedingt gesteigerte PARP7-Expression wurde bei einer IFN-3-

Vorbehandlung in deutlich abgeschwachter Form beobachtet. Der Einfluss auf die Genexpression
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von PARP7-assoziierten Genen wurde in einer zweiten Analyse betrachtet, die den mdglichen

Einfluss der IFN-B-Behandlung bestimmen sollte.

5.6.4 Regulation von PARP7-assoziierten Genen in Abhangigkeit von
HCoV-229E und IFN-B-Vorbehandlung

In verschiedenen Zelltypen wurde die Genregulation von PARP7-assoziierten Genen nach IFN-3-
Behandlung und HCoV-229E-Infektion analysiert. Der Fokus lag dabei auf den nachfolgenden
Genen: TBK1, FRA1, RIG-I, MDA5, MAVS, p50, p65, IRF1, IRF3, IRF7, NEMO, IKKa, IKKB, IKKE,
IKKk, DTX3L, IFNAR1, IFNAR2, IFNLR1 und Interferone (a, B, A).

5.6.4.1 IFN-B-abhangige Expression von PARP7-assoziierten Genen in HCoV-229E-infizierten
MRC-5-Zellen

Fir MRC-5-Zellen konnte nach der IFN-B-Stimulation keine Regulation der ausgewahlten Gene
mittels NGS detektiert werden (Abbildung 4-20). Interessanterweise zeigte der Microarray-
Datensatz im Gegensatz dazu eine verringerte Expression von IFNL1 und IFNAR1 sowie eine
vermehrte Expression von TBK1, DTX3L, FRA1 und p65 (Anhang Abbildung 7-7). Diese
Unterschiede verdeutlichen erneut die Abweichungen, die durch die unterschiedliche Sensitivitat
der verwendeten Methoden oder die unterschiedliche Passagezahl der verwendeten Zellen bedingt
sein kdnnten. Zusatzlich sind die Ergebnisse ein Anzeichen dafir, dass die differentielle Expression

der ausgewahlten Gene teilweise nicht bzw. nicht ausschlieRlich durch IFN-B induziert wird.

In IFN-B-behandelten und HCoV-229E-infizierten Zellen wurde eine vermehrte IRF7-Expression
mittels RT-qPCR und NGS detektiert (Abbildung 4-20, Abbildung 4-21, Abbildung 4-23). Nach einer
HCoV-229E-Infektion mit einer MOI von 3,0 konnte zusétzlich eine verringerte IRF3-Expression
sowie eine verstarkte TBK1-Expression in IFN-B-behandelten Zellen identifiziert werden
(Abbildung 4-21). Als Teil der angeborenen Immunantwort werden IFNs und ISGs durch Protein-
Protein-Interaktionen von IRF7 und TBK1 bzw. IRF3 induziert. Die Aktivitat des TBK1-Proteins kann
durch eine PARP7-induzierte ADP-Ribosylierung gehemmt werden, wodurch die Phosphorylierung
von IRF3 bzw. IRF7 und hierdurch auch die nachfolgende Immunantwort beeinflusst wird [Yamada
et al., 2016]. PARP7 wurde nach einer Infektion sowohl in unbehandelten als auch in IFN-B-
behandelten MRC-5-Zellen vermehrt exprimiert (Abbildung 4-9 bis Abbildung 4-11). Die Ergebnisse
zeigen, dass bei der Verwendung einer héheren MOI eine differentielle Genexpression erfolgt.
Insbesondere wurde die Regulation von IRF3, IRF7 und TBK1 naher betrachtet, da diese Gene mit
der IFN-Produktion im Zusammenhang stehen. Durch eine erhéhte TBK1-Expression kdnnte die
Wirtszelle versuchen, einer PARP7-induzierten Inaktivierung bzw. Degradierung des TBK1-Proteins
durch eine erhohte Synthese dieses Proteins entgegenzuwirken. Die Verringerung der IRF3-
Expression deutet darauf hin, dass durch die moéglicherweise limitierte Verfligbarkeit von TBK1
weniger Phosphorylierung von IRF3 stattfindet und daher keine Notwendigkeit zur weiteren IRF3-
Induktion besteht. Um diese Hypothese zu priifen, wurden diese Proteine mittels Immunblot ndher

untersucht (Kapitel 5.7).
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Vorbehandelte MRC-5-Zellen zeigten eine geringere Genexpression PARP7-assoziierter Gene fir
HCoV-229E_N1305A-infizierte Zellen im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen
(Abbildung 4-22). Nur bei Verwendung einer hohen MOI von 3,0 wurden diese Gene vermehrt
exprimiert, einschlieBlich TBK1 und IRF7. Mittels RT-gPCR konnte jedoch eine gesteigerte
Expression von TBK1 in allen getesteten MacD-Mutanten nach der Infektion mit einer MOI von 0,1
nachgewiesen werden (Abbildung 4-23). Darlber hinaus wurde in IFN-B-behandelten Zellen eine
verringerte Expression von IRF7 und IRF3 fir die meisten MacD-Mutanten beobachtet.
Insbesondere IRF7  wurde in HCoV-229E_AMacD-, HCoV-229E_N1305A- und
HCoV-229E_N1357H-infizierten Zellen signifikant verringert exprimiert, wahrend IRF7 in
HCoV-229E_N1357Q-infizierten MRC-5-Zellen vermehrt exprimiert wurde. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Mutationen in der viralen MacD zu einer veranderten wirtszellularen
Immunantwort flihren, zu der auch IRF3-, IRF7- bzw. TBK1-vermittelte Effekte auf die

IFN-Produktion beitragen.

5.6.4.2 IFN-B-abhéngige Expression von PARP7-assoziierten Genen in HCoV-229E-infizierten

A549CD13+TMPRSS2+_Zg|len

Die Genexpression der zuvor beschriebenen Gene wurde analog in A549CD13+TMPRSS2+_7gllen
mittels NGS bzw. RT-qgPCR analysiert. Eine IFN-B-Behandlung dieser Zellen flhrte zu einer
signifikanten Regulation von 43 Genen (Abbildung 4-24B). Keines der naher betrachteten Gene
wurde dabei IFN-B-induziert differentiell exprimiert. Eine Vorbehandlung mit IFN-f und
anschlieRende HCoV-229E-Infektion zeigte eine verstarkie Expression von MDAS5, RIG-I, IRF7,
DTX3L und weiteren 269 Genen (Abbildung 4-24C). Die vermehrte Expression von IRF7, MDA5
und RIG-I unterstitzt die Hypothese, dass die Wirtszelle versucht, die (IFN-vermittelte)
Immunantwort durch die Regulation (antiviraler) Gene zu aktivieren bzw. zu erhalten. Vergleicht
man A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len, welche mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten infiziert
wurden, fallt auf, dass die Expression der ausgewahlten Gene nach der IFN-B-Behandlung in
HCoV-229E_N1305A-infizierten und HCoV-229E-infizierten Proben vollstandig ubereinstimmt
(Abbildung 4-24, Abbildung 4-25). Analog zu unbehandelten A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len hat diese
Mutation scheinbar keinen Einfluss auf die vermehrte Expression der ausgewahlten Gene. Auch die
Heatmap in Abbildung 4-14A zeigt eine ahnliche Genexpression. Ein abweichendes
Expressionsprofil fir PARP7-assoziierte Gene wurde in IFN-B-behandelten A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen nach der Infektion mit HCoV-229E_AMacD oder HCoV-229E_N1357Q detektiert. Dabei
wurden beispielsweise p50 und FRA1 vermehrt exprimiert (Abbildung 4-25). Die starkste
Veranderung der Genexpression wurde fur die HCoV-229E_N1357Q-Infektion beobachtet. Der
Vergleich mit HCoV-229E_N1357H- bzw. HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen (Anhang
Abbildung 7-24) ergab die gleichen regulierten Gene und unterstitzt die Vermutung, dass N1357
zur Aufrechterhaltung bestimmter Funktionen der MacD bei der Unterdriickung bzw. Umgehung
antiviraler wirtszellularer Mechanismen in A549CD13+TMPRSS2+_7Zg|len beitragt. Der vollstéandige
Verlust der Domane hat einen schwacheren Effekt auf die Genregulation unabhangig von der IFN-B-
Behandlung. Das bedeutet, dass eine MacD-Deletion vom Virus besser toleriert wird als eine an

Position N1357 mutierte MacD. Diese Annahme wird zusatzlich durch vorherige Studien im Labor
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Ziebuhr gestitzt, bei denen nach Substitution des N1357-Kodons durch ein Alanin- oder Aspartat-
Kodon im HCoV-229E-Genom keine infektidsen Viren generiert werden konnten (personliche
Mitteilung). Mdglicherweise kénnte dies mit einer veranderten Proteinstruktur, verdnderten Protein-
Protein-Interaktion und/oder Anderungen der Substratspezifitit einhergehen. N1357 ist kein
Bestandteil des katalytischen Zentrums der MacD, interagiert jedoch mit einigen Aminosaureresten
des erweiterten aktiven Zentrums des Enzyms (Abbildung 1-4). Die Mutation kdnnte deshalb die
Struktur der Substratbindungstasche und damit auch die Substratspezifitit des Enzyms
beeinflussen, wodurch in der infizierten Zelle andere Proteine de-ADP-ribosyliert werden wiirden
als bei einer HCoV-229E-Infektion. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Punktmutation weitere Auswirkungen hat, beispielweise auf die Struktur und mégliche Interaktionen
benachbarter Domanen im HCoV-229E nsp3. Die Hypothese lokaler Strukturdnderungen konnte
mittels NMR-Spektroskopie (engl. Nuclear Magnetic Resonance) Uberpruft werden. Méglicherweise
kénnte dabei auch die Grundlage der bestétigten reduzierten De-ADP-Ribosylierungsaktivitaten
bakteriell produzierter MacD-Varianten mit Substitutionen dieses Asn-Restes aufgeklart werden
[Hartmann, 2023] sowie mogliche Ursachen gefunden werden fiir die beobachtete zelltypabhangig
veranderte Genexpression in Zellen, die mit den entsprechenden MacD-Mutanten (Asn-1357 zu

Histidin, Serin und Glutamin) infiziert wurden.

Vergleicht man die vermehrt exprimierten Gene in den jeweiligen Zelltypen nach der Infektion mit
HCoV-229E, fihrte eine zusatzliche Behandlung mit IFN- unter anderem zu einer verstarkten
Expression von MDA5, RIG-I, IRF7 und DTX3L in MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_Zg|len. Dies lasst
vermuten, dass durch die Vorbehandlung dieser Zellen IFN-B-induzierte Signalwege aktiviert
werden. Diese koénnen sowohl ahnliche Mechanismen als auch zelltypspezifische Prozesse
umfassen. Interessanterweise konnten einige der vermehrt exprimierten Gene ebenfalls in
differenzierten THP-1-Zellen detektiert werden (Abbildung 4-27, Kapitel 5.2.4.3). Dazu zahlen
abhangig von dem jeweiligen Subtyp DTX3L, IRF7, p50, RIG-I und/oder MDA5. Da die
Differenzierung dieser Zellen unter Verwendung von Interleukinen bzw. IFN-y und LSP erfolgt,
kénnen mogliche Effekte dieser Zellstimulation auf die zellulare Genexpression nicht ohne Weiters
von den durch die HCoV-229E-Infektion ausgeldsten Effekten getrennt werden. Differenzierte

THP-1-Zellen sind daher kein ideales Modell fir Transkriptomanalysen virusinfizierter Zellen.

Die Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten erfolgte in MRC-5-Zellen bzw. A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen. Eine zusatzliche Behandlung mit IFN-B fiihrte in A549CD13+TMPRSS2+_7Zellen zu einer
Expression von MDAS5, RIG-l, IRF7 und DTX3L. Mittels Microarray konnte eine vermehrte
Expression von MDA5 und RIG-I auch in MRC-5-Zellen nachgewiesen werden. Eine
Vorbehandlung mit IFN-[3 zeigte in beiden Zelltypen nach der Infektion mit HCoV-229E_AMacD oder
HCoV-229E_N13578S eine verstarkte Expression von MDA5 und RIG-I. Bei HCoV-229E_N1357S-
infizierten Zellen wurde zusatzlich IRF7 verstarkt exprimiert. Andere in A549CD13+TMPRSS2+_7Zg||en
getestete MacD-Mutanten (HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q) zeigten eine ahnliche
Genregulation wie nach der Infektion mit HCoV-229E_N1357S. Abschlielend kann festgehalten
werden, dass eine zelltypabhangige Genregulation in Zellen erfolgt, die mit HCoV-229E oder einer

der HCoV-229E-MacD-Mutanten infiziert wurden. Ubereinstimmend konnte dabei auch in allen
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verwendeten Zelltypen eine Regulation der Genexpression PARP7-assoziierter Gene beobachtet
werden. Es lag daher nahe, mogliche Auswirkungen dieser veranderten Genexpression auf
Proteinebene fur einige ausgewahlte Proteine und deren posttranslationale Modifikationen naher zu

untersuchen.

5.7 Zusammenhang zwischen Proteinregulation und Genexpression
wahrend einer HCoV-229E-Infektion in Abhangigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung

PARP9 wird den IFN-abhangigen PARPs zugeordnet und konnte auf mRNA- und Proteinebene
nach einer IFN-B-Stimulation von MRC-5-Zellen vermehrt detektiert werden (Abbildung 4-28,
Abbildung 4-29). Dies stimmt mit anderen Studien zum Einfluss von Typ-I-Interferonen auf die
PARP-Regulation tberein [Xing et al., 2021]. Mehr als doppelt so viel PARP9-Protein wurde in
IFN-B-vorbehandelten MRC-5-Zellen detektiert. Die anschlielende Infektion hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Proteinmenge. Eine durch IFN-B-Behandlung erhohte PARP9-
Proteinmenge wurde ebenfalls in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen nachgewiesen (Abbildung 4-32). Dies
korreliert mit der zuvor nachgewiesenen erhohten PARP9-Genexpression. Wahrend fir IFN-B-
behandelte nicht infizierte bzw. HCoV-229E-infizierte Zellen etwa die gleiche Proteinmenge
bestimmt wurde, wurde in Zellen, die mit den MacD-Mutanten (HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A oder HCoV-229E_N1357Q) infiziert wurden, mehr PARP9-Protein detektiert.
Die katalytische Aktivitat und Funktion von PARP9 ist umstritten [Hottiger et al., 2010, Morales et
al., 2014, Challa et al., 2021]. Es gibt jedoch Hinweise, dass PARP9 die innate Immunantwort, wie
beispielsweise die STAT1-vermittelte ISG-Aktivierung durch die Komplexbildung mit anderen
zellularen Proteinen (z. B. mit DTX3L) beeinflussen kann [Zhang et al., 2015, Kar et al., 2024]. Die
gefundene vermehrte Expression von DTX3L in IFN-B-behandelten MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen konnte ein Indiz fir diese Komplexbildung sein (Abbildung 4-24, Abbildung 4-25).

In MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len wurden ausgewahlte Proteine antiviraler Signalwege bzw.
deren posttranslationale Modifikation analysiert. Der Nachweis von ADP-ribosylierten Proteinen
erfolgte mit Hilfe eines Antikérpers, der MAR- und PARYylierung detektieren kann (Abbildung 4-30,
Abbildung 4-32). Durch die Vorbehandlung mit IFN- wurde die Virusreplikation gehemmt, sodass
weniger virales MacD-Protein fur De-ADP-Ribosylierungen von Proteinsubstraten zur Verfigung
steht, wodurch ein starkeres Signal fur ADP-ribosylierte Proteine erwartet wurde. Diese Annahme
konnte in MRC-5-Zellen bestatigt werden (Abbildung 4-30). Eine gesteigerte ADP-Ribosylierung
kénnte auch durch Aktivitaten IFN-induzierter PARPs, wie beispielsweise PARP9, verursacht
werden. Daflir ergaben sich keine Anhaltspunkte, da eine IFN-B-Vorbehandlung von (nicht
infizierten) Zellen keine Erhoéhung der Steady-state-Level ADP-ribosylierter Proteine zur Folge
hatte. Auch in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen konnte keine wesentliche Veranderung des Musters
zellularer ADP-ribosylierter Proteine in Abhangigkeit von einer IFN-B-Behandlung nachgewiesen
werden (Abbildung 4-32). Eine Ausnahme bildete ein prominentes Protein von etwa 50 kDa, das in

beiden Zelltypen in infizierten Zellen nachgewiesen wurde und dessen Menge in IFN-B-
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vorbehandelten Zellen stark reduziert war. Angesichts des Molekulargewichts dieses Proteins und
im Einklang mit frheren Studien zur ADP-Ribosylierung anderer Coronavirus-N-Proteine handelt
es sich bei diesem 50-kDa-Protein sehr wahrscheinlich um das HCoV-229E-N-Protein
(Abbildung 4-30, Abbildung 4-32) [Grunewald et al., 2018]. Wahrend in MRC-5-Zellen eine deutlich
reduzierte N-Proteinmenge durch die Vorbehandlung mit IFN-B beobachtet wurde, konnte in
vorbehandelten A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen nach HCoV-229E-Infektion (oder HCoV-229E-MacD-
Mutanten) nahezu kein N-Protein detektiert werden. Die stark verringerte Detektion des N-Proteins
in diesen Zellen ist am ehesten auf die reduzierte Virusreplikation nach IFN-B-Vorbehandlung in
AB549CD13+/TMPRSS2+_7e|len (Abbildung 4-4) zurlickzufiihren. Weitere Unterschiede hinsichtlich der
(De-) ADP-Ribosylierung viraler Proteine und mogliche Interaktionspartner kdnnten mittels

Massenspektrometrie analysiert werden.

Sowohl virale als auch zellulare Proteine, wie beispielsweise einige PARPs, FRA1 oder TBK1
kénnen ADP-ribosyliert werden [Masaoka et al., 2012, Yamada et al., 2016, Manetsch et al., 2023].
Eine mdgliche Regulation durch PARP7 wurde in dieser Arbeit fir ausgewahlte Signalwege der
innaten Immunantwort naher betrachtet. Ein wichtiger Signalweg betrifft das Zusammenspiel von
TBK1 und IRF3, wodurch IFNs und ISGs induziert werden. TBK1- und IRF3-Proteinlevel wurden in
IFN-B-behandelten und/oder HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen und A549CD13+TMPRSS2+_7g|len
analysiert. Sowohl die Stabilitét als auch die Aktivitdt von TBK1 kdnnen durch posttranslationale
Modifikationen, einschliel3lich ADP-Ribosylierung, beeinflusst werden. Diese Modifikation von TBK1
konnte im Rahmen dieser Arbeit in keinem (IFN-B-behandelten) Zelltyp nachgewiesen werden.
Veranderung der TBK1-Genexpression und Proteinmenge wurde in vorbehandelten und/oder
HCoV-229E-infizierten = MRC-5-Zellen  bzw.  A549CD13+TMPRSS2+_7Zellen  nicht  detektiert
(Abbildung 4-20, Abbildung 4-24, Abbildung 4-30, Abbildung 4-32). Jedoch konnte ein veranderter
Phosphorylierungszustand von IRF3 in MRC-5-Zellen und A549CD13+TMPRSS2+.7g|len abhangig von
der IFN-B-Vorbehandlung detektiert werden (Abbildung 4-30, Abbildung 4-32). Intrazellular liegt
IRF3 in nicht-phosphorylierter, hypo- und/oder hyperphosphorylierter Form vor. Die durch Stress
aktivierte Form entspricht dem hyperphosphoryliertem IRF3 [Servant et al., 2001, Clément et al.,
2008]. Nach der IFN-B-Behandlung wurde hyperphosphoryliertes IRF3 verglichen mit
unbehandelten MRC-5-Zellen vermehrt nachgewiesen. Eine zusatzliche HCoV-229E-Infektion
fuhrte zu einer weiter verstarkten Phosphorylierung, sodass nun deutlich weniger hypo- als
hyperphosphoryliertes IRF3 nachweisbar war. Dieses Ergebnis Iasst vermuten, dass die IRF3-
Phosphorylierung unabhangig von der TBK1-Proteinmenge stattfindet, und sie zur Aktivierung von
ISGs und IFNs flihrt. Diese Annahme befindet sich im Einklang mit der beobachteten reduzierten
Replikation von HCoV-229E in IFN-B-vorbehandelten MRC-5-Zellen (Abbildung 4-3). Durch die
gesteigerte IRF3-Phosphorylierung, wodurch dessen Aktivierung, Dimerisierung und Transport in
den Zellkern erfolgt, wird die Expression induziert von Interferonen und, als Konsequenz, von IFN-
stimulierten Genen. Dies inhibiert die Replikation und resultiert in geringeren Virustitern. Au et al.
konnten zeigten, dass die IRF3-Expression unabhangig von einer IFN-Behandlung oder Infektion
konstant in HeLa-Zellen erfolgt. Allerdings wurde die Versuchsreihe mit IFN-a und/oder Newcastle-

Disease-Virus (NDV) in einem Zeitraum von bis zu 24 hpi durchgefiihrt [Au et al., 1995]. Dies kénnte
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die a&hnlichen nicht-phosphorylierten IRF3-Proteinmengen in MRC-5-Zellen erklaren. Die
Behandlung mit IFN-B von A549CD13+TMPRSS2+_7e|len zeigte eine verringerte IRF3-Proteinmenge in
mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten Zellen. Auffallig war dabei, dass in
IFN-B-behandelten, nicht infizierten oder HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen mehr IRF3
nachgewiesen werden konnte als in allen anderen behandelten virusinfizierten Zellen. Die
HCoV-229E_N1357Q-Infektion fuhrte zu einer erhdhten Proteinmenge fiir nicht-phosphoryliertes
und hyperphosphoryliertes IRF3 in IFN-B-vorbehandelten Zellen. Ein verringerter Nachweis von
hyperphosphoryliertem IRF3 in HCoV-229E_N1357Q-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen nach
IFN-B-Behandlung deutet auf eine geringere IFN-assoziierte Immunantwort hin. Gleichzeitig nimmt
HCoV-229E_N1357Q im Vergleich mit HCoV-229E und anderen HCoV-229E-MacD-Mutanten eine
besondere Rolle ein, da in den anderen Infektionen weniger (hypo- und hyperphosphoryliertes)
IRF3 detektiert wurde.

In A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen wurde auRerdem FRA1, bedingt durch die erhéhte mRNA-Expression,
auf Proteinebene nachgewiesen. Mittels NGS wurde eine erhdhte FRA1-Expression (mit Ausnahme
von IFN-B-behandelten HCoV-229E- bzw. HCoV-229E_N1305A-infizierten Zellen) in allen
Infektionsexperimenten mit A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen detektiert (Kapitel 4.3.2). Insbesondere nach
der Infektion mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S konnte
eine signifikant vermehrte Expression im Vergleich mit HCoV-229E in IFN-B-vorbehandelten
AB49CD13+/TMPRSS2+_7a|len bestatigt werden. Auf Proteinebene konnten keine Unterschiede zwischen
IFN-B-behandelten, nicht infizierten Zellen einerseits und IFN-B-behandelten, infizierten Zellen
andererseits detektiert werden (Abbildung 4-32). Allerdings wurde eine gesteigerte FRA1-
Proteinmenge fur IFN-B-behandelte, infizierte Zellen im Vergleich mit unbehandelten infizierten
Zellen nachgewiesen. Die alleinige IFN-B-Behandlung fiihrte hingegen zu keiner erkennbaren
Veranderung der FRA1-Menge in diesen Zellen. Die vermehrte FRA1-mRNA-Expression in IFN-B-
behandelten MacD-Mutanten-infizierten Zellen (im Vergleich mit unbehandelten infizierten Zellen),
korreliert demnach mit einer gesteigerten Proteinmenge durch die IFN-B-Behandlung in
A549CD13+TMPRSS2+_7Zg|len. Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Studien, die FRA1 den ISGs
zuordnen [Der et al., 1998, OhAinle et al., 2018, Roesch et al., 2018]. Um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen PARP7 bzw. mit PARP7-assoziierten Genen/ Proteinen und der viralen
MacD im Kontext der HCoV-229E-Infektion naher zu analysieren, wurde in weiteren Experimenten
angestrebt, die Genexpression bzw. Proteinmenge von PARP7 in MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_

Zellen zu verringern (Kapitel 4.5, Kapitel 5.4).

5.8 Auswirkungen eines PARP7-Knockdowns auf die HCoV-229E-
Infektion in Abhangigkeit von IFN-[3

Die erzeugten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD wurden hinsichtlich der Replikation von

HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-Mutanten in Abhangigkeit von IFN-B mit A549CD13+/TMPRSS2+.

Zellen ohne PARP7-KD verglichen (Abbildung 4-34, Abbildung 4-4). Fir beide Zelllinien konnten

Ubereinstimmend reduzierte Virustiter durch die Vorbehandlung mit IFN-3 detektiert werden. In mit
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HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len ohne bzw. mit PARP7-KD wurden
reduzierte Virustiter 48 hpi als Ergebnis der IFN-B-Vorbehandlung bestatigt. Die Virustiter
behandelter Zellen waren fir beide Zelllinien &hnlich. Signifikante Verringerungen durch die IFN-(-
Zugabe wurden fiir MacD-Mutanten in A549CD13+TMPRSS2+_7g|len und/oder A549CD13+/TMPRSS2+_Zg|len
mit PARP7-KD ermittelt. Der PARP7-KD spielt bei der Virusreplikation offenbar keine
entscheidende Rolle, da die Virustiter lediglich geringfiigige Abweichungen zeigten. Es besteht
jedoch die Mdglichkeit, dass einige im Infektionskontext relevante Funktionen von PARP7 durch
andere PARPs (ibernommen werden. Um mdgliche Effekte auf die Expression anderer PARPs zu
analysieren, wurden A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD mittels NGS ausgewertet.

5.8.1 PARP-Expression in Abhangigkeit von IFN- und HCoV-229E-Infektion

247 differentiell regulierte Gene konnten in IFN-B-behandelten HCoV-229E-infizierten Zellen
identifiziert werden (Abbildung 4-35). Analog der A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen ohne PARP7-KD
erfolgte eine Gruppierung von HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-Mutanten. Die Auswirkungen
einer IFN-B-Behandlung auf die Genexpression nach Infektion waren fiir beide Zelltypen ahnlich.
Besonders auffallig war die ahnliche Expression nach einer Infektion mit HCoV-229E oder
HCoV-229E_N1305A. Sowohl in IFN-B-behandelten als auch in unbehandelten Zellen
unterschieden sich diese Genregulationen eindeutig von denen aller anderen Experimente die mit
den MacD-Mutanten durchgefiihrt wurden. Fir HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- und
HCoV-229E_N1357S-infizierte Zellen konnte ein (untereinander) weitgehend Ubereinstimmendes
Expressionsprofil bestimmt werden. Eine ahnliche Regulation zeigten auch HCoV-229E_AMacD-
infizierte A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD. Allerdings unterschied sich die Genexpression
insbesondere in IFN-B-behandelten Zellen. Sowohl in HCoV-229E als auch in allen Infektionen mit
MacD-Mutanten konnte nach der Behandlung eine verringerte Anzahl differentiell exprimierter Gene
erfasst werden. Vor allem signifikant verringert exprimierte Gene konnten kaum nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine IFN-B-induzierte Genexpression hin. A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit PARP7-KD zeigten nach der Infektion mit den MacD-Mutanten in IFN-B-behandelten
Proben 151 Gene, die auch in HCoV-229E-infizierten Proben detektiert wurden. Allerdings konnte
in Ubereinstimmung mit A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen ohne PARP7-KD eine Vielzahl regulierter Gene
in HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S bzw. in Kombination mit
HCoV-229E_AMacD gezeigt werden (Abbildung 4-35D). Diese vier Mutanten exprimieren 196
identische Gene differentiell nach einer Vorbehandlung mit IFN-f. Eine besondere Relevanz der
Position N1357 wurde durch die gefundene vermehrte Expression von 121 Genen in
IFN-B-behandelten Proben erneut herausgestellt. Fiir eine detailliertere Analyse der Genexpression
abhangig von IFN-f und/oder HCoV-229E bzw. HCoV-229E-MacD-Mutanten wurden PARPs bzw.

PARP7-assoziierte Gene separat betrachtet.

Fir PARPY erfolgte die Analyse zusatzlich mittels RT-qgPCR (Abbildung 4-36, Abbildung 4-38). Eine
IFN-B-Vorbehandlung fiuhrte in HCoV-229E-, HCoV-229E_AMacD- oder HCoV-229E_N1305A-
infizierten Zellen zu einer etwas geringeren PARP7-Expression im Vergleich mit unbehandelten
infizierten Proben. Nach der Infektion mit HCoV-229E N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
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HCoV-229E_N1357S konnte eine gesteigerte PARP7-Expression durch die IFN-B-Behandlung
nachgewiesen werden. Diese MacD-Mutanten-abhangige PARP7-Expression konnte mittels NGS
und RT-gPCR bestatigt werden. Im Gesamtkontext ist zu beachten, dass (bedingt durch die KD-
assoziierte Veranderung des PARP7-Leserasters) die gebildeten mRNAs unvollstdndige und
deshalb dysfunktionale PARP7-Proteine kodieren. Die Zellen kdnnten versuchen, dies durch eine
vermehrte (Protein-) Synthese zu kompensieren. Zusammenfassend kann festgehalten werden,
dass PARP7 infektionsspezifisch und zelltypunabhangig vermehrt exprimiert wird und ein
PARP7-KD keinen signifikanten Einfluss auf die Replikation von HCoV-229E in A549CD13+/TMPRSS2+.

Zellen nimmt.

Unabhéngig von einer HCoV-229E-Infektion konnte eine vermehrte PARP10-Expression durch die
IFN-B-Zugabe nachgewiesen werden (Abbildung 4-36). Andere IFN-induzierte PARPs konnten 48 h
nach einer 16-stindigen IFN-B-Behandlung nicht detektiert werden. Jeltema et al. konnten einen
signifikanten mMRNA-Anstieg einiger IFN-induzierter PARPs in einem Zeitraum von 2-8 h nach der
Behandlung detektieren [Jeltema et al., 2025]. Die Ergebnisse lassen einerseits vermuten, dass die
Auswirkungen einer IFN-B-Behandlung nach weiteren 48 h nicht (bzw. nicht mehr) messbar sind,
aber PARP10 scheinbar eine wichtige Rolle zum Beispiel beim Ausgleich des PARP7-KD oder zu
einem spateren Zeitpunkt der Infektion einnimmt. Ein Zusammenspiel dieser PARPs konnte bisher
nicht gezeigt werden. Allerdings wurde in In-vivo-Krebsstudien gezeigt, dass bei einem PARP7-KO
andere PARPs, wie beispielsweise PARP9, PARP10 und PARP14 vermehrt exprimiert werden
[Rasmussen et al., 2023, Kannen et al., 2024]. IFN-B-spezifisch wurden in HCoV-229E-infizierten
Zellen PARP9, PARP10, PARP12 und PARP14 vermehrt exprimiert. Wie bereits erwahnt, zahlen
diese Gene zu den IFN-induzierten PARPs. Ubereinstimmend wurden in IFN-B-behandelten und
mit HCoV-229E bzw. HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten A549CD13+TMPRSS2+. PARP7-KD-Zellen
einige PARPs vermehrt exprimiert. Dazu gehérten PARP7, PARP9, PARP10, PARP12, PARP13S
und PARP14. In Zellen, die mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q
oder HCoV-229E_N1357S infiziert wurden, wurde zusatzlich PARP8 vermehrt detektiert
(Abbildung 4-37, Anhang Abbildung 7-25). Im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten und
IFN-B-vorbehandelten Zellen konnte eine signifikant gesteigerte Expression fur PARP7 und PARP8
in HCoV-229E_N1357Q- und HCoV-229E_N1357S-infizierten Proben, sowie PARP8 in
HCoV-229E_AMacD- und HCoV-229E_N1357H-infizierten Zellen nachgewiesen werden (Anhang
Abbildung 7-14, Abbildung 7-25). Diese Ergebnisse verdeutlichen erneut eine besondere Relevanz
von N1357. Im Vergleich mit A549CD13+TMPRSS2+_7gllen ohne PARP7-KD fallt auf, dass die vermehrt
exprimierten PARPs vollstandig ibereinstimmen, aber in einigen Fallen weitere PARPs vermehrt
detektiert wurden. Letzteres trifft sowohl auf unbehandelte als auch IFN-B-behandelte Proben nach
Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten zu. Diskutiert wird, ob fehlende PARPs
durch die vermehrte Expression anderer PARPs ausgeglichen werden kdénnen. Ein solches
Zusammenspiel wurde fir PARP9 und PARP14 bereits gezeigt [lwata et al., 2016].
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5.8.2 Expression PARP7-assoziierter Gene in Abhangigkeit von IFN-B und
HCoV-229E-Infektion

PARP7-assoziierte Gene wurden analog analysiert, um die Auswirkungen eines PARP7-KD zu
charakterisieren. Wahrend durch IFN-B keine Regulation in A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen erfolgte,
konnte nach einem PARP7-KD IRF7 vermehrt detektiert werden (Abbildung 4-39B). Dieses Gen
wurde auch in HCoV-229E-infizierten Zellen unabhangig von der IFN--Vorbehandlung detektiert.
IRF7 zahlt zu den ISGs und steht damit im direkten Zusammenhang mit einer IFN-Stimulation.
Zusatzlich werden IRF7 und IRF3 als Teil der Immunantwort aktiviert [Yamada et al., 2016,
Rasmussen et al., 2023]. Eine HCoV-229E-Infektion IFN-B-vorbehandelter Zellen mit PARP7-KD
fihrte zu einer vermehrten Expression von MDA5, RIG-I, DTX3L, IRF7, FRA1 und p50
(Abbildung 4-39C). Mit Ausnahme von FRA1 und p50 wurden diese Gene auch in Zellen ohne
PARP7-KD detektiert. Auch fir die MacD-Mutanten konnten Abweichungen zwischen
AB49CD13+TMPRSS2+_7g|len mit bzw. ohne PARP7-KD detektiert werden. Verglichen mit HCoV-229E-
infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len mit PARP7-KD konnte eine signifikant vermehrte Expression
von FRA1, p50 und IKBKE nach Infektion mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
HCoV-229E_N1357S  detektiet ~werden  (Anhang  Abbildung 7-15,  Abbildung 7-26).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Anzahl signifikant differentiell exprimierter
Gene in A549CD13+/TMPRSS2+_7glen niedriger ist als in den gleichen Zellen mit PARP7-KD. Das weist
darauf hin, dass eine fehlerhafte PARP7-Expression, welche zu einer geringeren Proteinmenge
und/oder nicht funktionsfahigen Proteinen fiihrt, einen Einfluss auf die Immunantwort nimmt.
Méglicherweise werden PARP7-assoziierte Funktionen wie beispielsweise Proteinmodifikationen
von anderen Proteinen Ubernommen und/oder andere PARP7-unabhangige Signalwege verstarkt
aktiviert. Um diese Hypothese zu prifen, wurde die Regulation ausgewahlter Proteine mittels

Western Blot analysiert.

5.8.3 IFN-B-abhangige Proteinregulation in HCoV-229E-infizierten
A549CD13+TMPRSS2+_7gllen mit PARP7-KD

ADP-ribosylierte Proteine konnten Uber die gesamte Lauffront (Abbildung 4-41) nachgewiesen
werden. Die starksten Signale konnten, wie in den zuvor beschriebenen Experimenten, bei 70 bzw.
50 kDa detektiert werden. Letzteres zeigt mit hoher Wahrscheinlichkeit die ADP-Ribosylierung des
HCoV-229E-N-Proteins, wobei durch die IFN-B-Behandlung eine geringere Proteinmenge detektiert
wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass PARP7 keinen signifikanten Einfluss auf die ADP-
Ribosylierung des viralen N-Proteins hat. Das bedeutet, dass die ADP-Ribosylierung nicht (allein)
durch PARP7 erfolgt. Die Identifizierung von Interaktionspartnern oder weiteren ADP-ribosylierten

Proteinen kénnte mit Hilfe der Massenspektrometrie erfolgen.

Unabhangig von einem PARP7-KD in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen konnte eine IFN-B-Induktion von
PARP9 bestatigt werden. In mit HCoV-229E-MacD-Mutanten infizierten Zellen wurde ein starkeres
Signal (im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen) detektiert. Zusatzlich wurde in IFN-B-
behandelten Zellen vermehrte FRA1 (ein ISG [OhAinle et al., 2018, Roesch et al., 2018]) detektiert.
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In unbehandelten infizierten Zellen konnte eine geringere Proteinmenge als in nicht infizierten Zellen
nachgewiesen werden. Dies deutet, neben einer IFN-B-abhangig gesteigerten FRA1-Proteinmenge,
auf eine reduzierte Proteinmenge durch eine Infektion mit HCoV-229E bzw. HCoV-229E-MacD-
Mutanten (in unbehandelten Proben) hin. Dieses Ergebnis bestatigt, dass FRA1 Teil der antiviralen
wirtszellularen Immunantwort ist. Bei einer hohen FRA1-Proteinmenge wurde eine hdhere Menge
von nicht-phosphoryliertem IRF3 nach der IFN-B-Behandlung detektiert. Das bedeutet, dass durch
die Behandlung weniger IRF3-Phosphorylierung stattfindet. Gleichzeitig konnte durch die IFN-[3-
Vorbehandlung eine reduzierte Replikation beobachtet werden, wodurch ebenfalls eine geringere
antivirale Reaktion zu erwarten ist. Die Phosphorylierung als posttranslationale Modifikation ist Teil
der Immunantwort und trdgt zur IFN-Produktion bei, welche durch eine Vorbehandlung
moglicherweise nicht weiter aktiviert werden muss. Allerdings kdnnten modifizierte Proteine auch
transloziert bzw. degradiert werden. Darlber hinaus kann die erhéhte FRA1-Proteinmenge in IFN-B-
behandelten Proben die Phosphorylierung von IRF3 beeinflussen. Cai et al. konnten zeigen, dass
dabei die IRF3-Proteinproduktion nicht verandert, aber dessen Phosphorylierung beeinflusst wird
[Cai et al., 2017]. Unter der Annahme, dass eine Zelle versucht, eine IRF3-induzierte Immunantwort
zu aktivieren, wird z. Bsp. TBK1 zur Phosphorylierung von IRF3 benétigt. Weder auf mRNA- noch
auf Proteinebene konnte eine vermehrte TBK1-Expression bzw. Proteinmenge nach IFN-B-
Behandlung detektiert werden (Abbildung 4-40, Anhang Abbildung 7-26). Dies koénnte ein
Anzeichen dafiir sein, dass die Zelle andere Signalwege zur Aktivierung von ISGs bzw. IFNs
bevorzugt. Unklar ist, welche Rolle der PARP7-KD dabei spielt. Eine mdgliche Erklarung ware
beispielsweise, dass durch eine ausbleibende oder verringerte PARP7-induzierte ADP-
Ribosylierung von TBK1 die IRF3-Phosphorylierung stattfinden kénnte. Allerdings ist auch eine
Interaktion mit anderen (IFN-induzierten) PARPs denkbar. Ein Hinweis daflr kdnnte die gesteigerte
Genexpression von PARP13S, PARP9, PARP14, PARP10, PARP7 und PARP12 in IFN-B-
behandelten HCoV-229E-infizierten Zellen sein. Durch die Infektion mit ausgewahlten MacD-
Mutanten wurde zusatzlich PARPS8 (signifikant) vermehrt exprimiert (Abbildung 4-36,
Abbildung 4-37, Anhang Abbildung 7-23). AbschlieRend wurde die Auswirkung der MacD-Mutanten

auf die Produktion von IFNs analysiert.

5.9 Einfluss der MacD-Mutanten auf die Interferonfreisetzung in IFN-3-
behandelten HCoV-229E-infizierten A549CP13+TMPRSS2+_7g||gn

Die Freisetzung von IFN-B und IFN-A wurde in MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_7Zg|len mit bzw. ohne
PARP7-KD analysiert. IFN-A-Protein konnte in keinem Zelltyp nachgewiesen werden. In
MRC-5-Zellen erfolgte auRerdem keine Detektion von IFN-B 48 hpi. Arai et al. konnten geringe
Mengen in HCoV-229E-infizierten MRC-5-Zellen detektieren, wobei kein signifikanter Anstieg im
Zeitraum von 24-120 hpi erfolgte [Arai et al., 2023]. Allerdings wurde IFN-f3 in vorbehandelten und
HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q-, HCoV-229E_N1357S-infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit bzw. ohne PARP7-KD detektiert. Geringe Mengen konnten in Zellen mit PARP7-KD nach
IFN-B-Vorbehandlung und Infektion mit  HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD  oder

HCoV-229E_N1305A gemessen werden. Ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei der
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detektierten IFN-B-Konzentration um das wahrend der Vorbehandlung zugefiigte IFN-3 handelt, da
keine Detektion in allen vorbehandelten Zellen erfolgte. In Abbildung 4-42A Iasst sich deutlich
erkennen, dass die drei MacD-Mutanten HCoV-229E N1357H, HCoV-229E N1357Q und
HCoV-229E_N1357S zu einer erhodhten IFN-B-Freisetzung in vorbehandelten Proben flhren.
Vergleicht man die Genexpression in MRC-5- und A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen mit bzw. ohne
PARP7-KD fir IFN-B-vorbehandelte und HCoV-229E-infizierte Proben, fallt auf, dass in Proben mit
IFN-B-Freisetzung eine signifikant vermehrte Expression von FRA1 und p50 im Vergleich mit
behandelten und HCoV-229E-infizierten Proben vorliegt (Kapitel 4.3). Beide Gene sind Regulatoren
der Immunreaktion. Der Transkriptionsfaktor FRA1 reguliert die Typ-I-IFN-induzierte Immunantwort.
Cai et al. zeigten, dass diese IFN-vermittelte Immunantwort wahrend einer Infektion negativ
beeinflusst wird. FRA1 reduziert die Ubiquitinylierung von TRAF3/TRIF und blockiert deren
Interaktion mit TBK1. AuRerdem inhibiert FRA1 die Phosphorylierung von IRF3, aber nicht dessen
Proteinproduktion [Cai et al., 2017]. Das bedeutet, dass HCoV-229E-MacD-N1357-Mutanten
beispielsweise durch die gesteigerte Expression von FRA1 zu einer verstarkten Immunantwort
fihren kénnen. Allerdings sollte dabei auch ein mogliches Zusammenspiel verschiedener antiviraler
Signalwege in Betracht gezogen werden. Die Ergebnisse auf Proteinebene deuten, insbesondere
in IFN-B-behandelten A549CDP13+TMPRSS2+_7g|len mit bzw. ohne PARP7-KD, auf eine Aktivierung der

Immunantwort unabhangig von der IRF3-Phosphorylierung hin.

Bei einer Analyse von  AB549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen, die mit HCoV-229E N1357H,
HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S infiziert wurden, konnten in IFN-B-behandelten
Zellen 134 Gene, darunter 61 verstarkt exprimierte I1SGs (Abbildung 4-42B, Abbildung 4-42C)
identifiziert werden. Sehr auffallig war dabei eine vermehrte Expression von Genen wie FRA1,
NFKBIA (NF-kB Inhibitor Alpha), NFKBIZ (NF-kB Inhibitor Zeta) und KLK10 (Kallikrein-10, engl.
Kallikrein related peptidase 10). Andere Studien konnten zeigen, dass NFKBIA und NFKBIZ als Teil
des NF-kB-Signalwegs und FRA1 die Produktion von IFNs beeinflussen kénnen [Lenardo et al.,
1989, Pfeffer, 2011, Cai et al., 2017]. Die Rolle von KLK10 ist bisher nicht bekannt. Allerdings wird
angenommen, dass das Immunsystem bei einer SARS-CoV-2-Infektion unter anderem durch
Kallikrein-(Brady)kinin-Signalwege  aktiviert wird [Diamond et al, 2020]. Bei einer
Uberreprasentationsanalyse (engl. Over-Representation Analysis, ORA) wurden Signalwege
identifiziert, deren Gene haufiger vorkommen als zuféllig zu erwarten ist. Dabei wurden in IFN-3-
behandelten und HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357Q- oder HCoV-229E_N1357S-
infizierten A549CD13+/TMPRSS2+_Zgllen unter anderem eine verstarkte Regulation von Signalwegen
beobachtet, die mit der (antiviralen) Immunantwort assoziiert werden (Abbildung 4-42D). Besonders
hervorgehoben werden soll der Signalweg WP5527 (engl. NF kB signaling and ARTD familiy
members, Abbildung 5-1), welcher das Zusammenspiel von NF-kB und ARTDs bzw. PARPs
beschreibt. Verschiedenen PARPs wird dabei eine Rolle in der NF-kB-assoziierten

Signallbertragung zugeordnet.
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Abbildung 5-1: Vereinfachte schematische Darstellung des NF-kB-Signalwegs mit
der Rolle ausgewdhiter ARTD-Familienmitglieder bzw. PARPs (WP5527).
Dargestellt sind der kanonische (links) und der nicht-kanonische (rechts) NF-kB-
Signalweg. Die PARPs sind rot hervorgehoben. Aktivierende und hemmende
Interaktionen sind mit durchgezogenen Linien und modulierende Funktionen mit
gestrichelten Pfeilen gekennzeichnet [modifiziert nach [Weitz, 2025]].
In vorbehandelten und mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S
infizierten A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen konnte im Vergleich mit HCoV-229E-infizierten Zellen eine
vermehrte Expression von PARP7, PARP8 und PARP13S bestatigt werden (Anhang
Abbildung 7-10, Abbildung 7-23). PARP13S wird eine stabilisierende Wirkung fir den Komplex aus
MAVS und RIG-I zugeschrieben, welche zu einer Verstarkung des kanonischen NF-kB-Signalwegs
beitragt [Hayakawa et al., 2011]. Im Gegensatz zu dem kanonischen NF-kB-Signalweg besitzt der
nicht-kanonische NF-kB-Signalweg eine hemmende Wirkung auf die Typ-I-IFN-Produktion. Fir die
Aktivierung wird die Kinase MAP3K14 (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 14)
bendtigt. Diese kann durch TBK1 phosphoryliert und degradiert werden [Yu et al., 2020]. Die
Phosphorylierung kann durch eine PARP7-induzierte mono-ADP-Ribosylierung von TBK1 [Yamada

et al.,, 2016, Rasmussen et al., 2023] verhindert werden. Dadurch nimmt PARP7 einen Einfluss auf
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den nicht-kanonischen NF-kB-Signalweg, welcher in einer verringerten IFN-Produktion resultiert.
Wahrend PARP13S einen steigernden Einfluss auf die NF-kB-induzierte Immunantwort hat, kann
PARP7 zu einem spateren Infektionszeitpunkt eine verringernde Wirkung auf die IFN-Produktion
zugeordnet werden. In A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD wurde eine geringere IFN-§3-
Konzentration im Uberstand infizierter Proben festgestellt (Abbildung 4-42A). Allerdings wurde
PARP7 und PARP8 analog zu Zellen ohne PARP7-KD vermehrt exprimiert (Anhang
Abbildung 7-14). Fir PARP8 konnte bisher kein Zusammenhang mit dem Signalweg nachgewiesen
werden. Neben der veranderten Genexpression (Abbildung 4-14A, Abbildung 4-42B,
Abbildung 4-42C) und den damit regulierten Signalwegen kénnte auch die (signifikant) verringerte
De-ADP-Ribosylierungsaktivitdt ~ von  HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und
HCoV-229E_N1357S [Hartmann, 2023] eine Ursache fur die erhdhte IFN-B-Freisetzung sein.
Auffallig ist, dass HCoV-229E_N1357H zu eine geringeren IFN-B-Freisetzung fihrt. Da Histidin in
MERS-CoV, SARS-CoV und SARS-CoV-2 an dieser Position vorzufinden ist (Abbildung 1-4),
kénnten die Ergebnisse darauf hindeuten, dass N1357 bzw. H1357 in CoVs einen Einfluss auf die
Unterdriickung der antiviralen Immunantwort besitzen. Andere Studien ordnen der MacD eine
inhibierende Wirkung auf die IFN-Antwort zu, wobei der Mechanismus bisher nicht bekannt ist
[Alhammad et al., 2023, Pfannenstiel et al., 2025]. Ein modglicher Zusammenhang zwischen der
IFN-B-Synthese und der Genexpression bei Infektionen mit einer HCoV-229E-MacD-Mutante,
insbesondere im Zusammenhang mit N1357, sollte ndher analysiert werden. Die Charakterisierung
dieser Mutanten konnte beispielsweise von Bedeutung fir die Entwicklung antiviraler Medikamente
in Form weiterer MacD-Inhibitoren sein. Daflr sollten die Analysen auch auf klinisch relevante CoVs
erweitert werden, da flr eine SARS-CoV-2_AMacD1-Mutante eine mindestens doppelt so hohe
IFN-B- und IFN-A-mRNA-Expression verglichen mit SARS-CoV-2-infizierten Calu-3-Zellen und
AB49ACE2+.Zellen 48 hpi gezeigt werden konnte [Alhammad et al., 2023]. Diese Studie verdeutlicht
ebenfalls, welch groflen Einfluss die Auswahl des Zelltyps bzw. der verwendeten Viren bei der
Erforschung von MacD-Funktionen hat.

5.10 Effekt des PARP7-Inhibitors RBN-2397 in A549CD13+TMPRSS2+_

Zellen

Um die Rolle von PARP7 ndher zu analysieren, wurde ein PARP7-Inhibitor verwendet, der an
PARP7 bindet und dadurch dessen Funktion blockiert. Dabei wurden A549CD13+TMPRSS2+_Zg|len mit
PARP7-KD mitgefihrt, um gegebenenfalls durch blockiertes und fehlerhaftes PARP7 starkere
Auswirkungen zu detektieren. In einem ersten Schritt wurde die mégliche Toxizitdt von RBN-2397
in A549CD13+TMPRSS2+_Zellen mit und ohne PARP7-KD mittels MTT-Assay analysiert (Anhang
Abbildung 7-16). Im Konzentrationsbereich von 2 bis 1000 nM waren keine signifikanten toxischen
Nebenwirkungen nachweisbar. Gu et al. konnten bei einer Konzentration bis 7,8 nM eine spezifisch
inhibitorische Wirkung fir PARP7 gegeniiber den anderen PARPs zeigen [Gu et al., 2023]. Auf der
Grundlage dieser beiden Datensatze wurde eine Konzentration von 7,8 nM verwendet. Durch die
RBN-2397-Behandlung konnten keine Unterschiede in den Virustitern nach Infektion mit
HCoV-229E oder den HCoV-229E-MacD-Mutanten beobachtet werden (Abbildung 4-43). Die
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Virustiter in Zellen mit PARP7-KD waren analog zu den vorherigen Versuchen etwa eine log-Stufe
geringer als in A549CP13+/TMPRSS2+_7ellen ohne PARP7-KD. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
blockiertes bzw. inaktives PARP7-Protein keine signifikante Auswirkung auf die Replikation von
HCoV-229E hat. Mégliche Anderungen der mRNA-Expression durch den PARP7-Inhibitor wurden
mittels NGS analysiert.

Durch die Zugabe von RBN-2397 wurden weniger als 30 Gene signifikant reguliert. Dies lasst darauf
schliefken, dass der Inhibitor einen begrenzten Einfluss auf die Genexpression in A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit bzw. ohne PARP7-KD besitzt. Eine zusatzliche Infektion mit HCoV-229E zeigte eine
vermehrte Expression von PARP10, PARP9, PARP8 und PARP7 in Zellen ohne PARP7-KD. In
Zellen mit PARP7-KD wurden PARP7, PARP9 und PARP13S vermehrt detektiert. Auch fir mit
PARP7-assoziierte Gene konnte eine Regulation einzelner Gene beobachtet werden. Wahrend in
Zellen ohne Knockdown eine gesteigerte Expression von FRA1, IRF7, MDA5, RIG-I und p50
detektiert wurde, zeigte sich in Zellen mit PARP7-KD zusatzlich eine gesteigerte Expression von
DTX3L. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine fehlerhafte PARP7-Produktion einen Einfluss
auf die Genexpression der A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen unabhéngig von einer Behandlung mit
RBN-2397 aufweist. Das bedeutet, dass der PARP7-Inhibitor im Vergleich mit einem PARP7-KD
geringere Auswirkungen auf die Genexpression hat. Um zusatzlich den Einfluss der MacD-Mutante
in diesem Kontext zu analysieren, wurden RBN-2397-vorbehandelte A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len mit
bzw. ohne PARP7-KD mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E N1305A, HCoV-229E_N1357H,
HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S infiziert.

In A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen ohne PARP7-KD konnte nach einer Infektion mit HCoV-229E_AMacD
oder HCoV-229E_N1305A eine gesteigerte Expression von PARP7 detektiert werden. In
HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357S- oder HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen wurde
hingegen eine gesteigerte Expression von PARP7, PARP13S, PARP9, PARP10, PARP12, PARP14
und PARP8 detektiert (Abbildung 4-48, Anhang Abbildung 7-27). PARP6 wurde in
HCoV-229E_N1357S-infizierten Zellen gesteigert exprimiert. Allerdings konnten (im Vergleich mit
HCoV-229E) keine signifikanten Unterschiede detektiert werden (Anhang Abbildung 7-18,
Abbildung 7-27). In Zellen mit PARP7-KD wurde ebenfalls eine gesteigerte Expression von PARPs
(PARP7, PARP13S, PARP9, PARP14, PARP12, PARP10, PARP8, PARP5a und PARP6) abhangig
von der fur die Infektion verwendeten MacD-Mutante identifiziert (Abbildung 4-50, Anhang
Abbildung 7-20). Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede im Vergleich mit HCoV-229E-
infizierten Zellen nachgewiesen (Anhang Abbildung 7-20, Abbildung 7-29).

PARP7-assoziierte Gene wurden ebenfalls reguliert. In A549CD13+TMPRSS2+_7g|len wurden in den
MacD-Mutanten die gleichen (und einige zusatzliche) Gene wie in HCoV-229E-infizierten Proben
verstarkt exprimiert. Zu den zusatzlich differentiell exprimierten Genen zahlten unter anderem
FRA1, p50, IKBKE und/oder MDA5 (Abbildung 4-49, Anhang Abbildung 7-28). Allerdings wurde
deren Genexpression zum Teil auch in nicht behandelten Proben abhangig von der jeweiligen
MacD-Mutante induziert. Nichtsdestotrotz konnten signifikante Unterschiede im Vergleich mit
HCoV-229E-infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7g|len in der verstarkten Expression von FRA1 und p50
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(HCoV-229E_N1357H), FRA1, p50 und IKBKE (HCoV-229E_N1357S) bzw. FRA1, p50 und MDAS
(HCoV-229E_N1357Q) erfasst werden (Anhang Abbildung 7-19, Abbildung 7-28). Ahnliche
Ergebnisse wurden auch in A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen mit PARP7-KD detektiert. Wahrend die
Gesamtanzahl signifikant regulierter Gene in diesen Zellen héher war als ohne PARP7-KD, wurde
lediglich eine erhohte Expression von FRA1 in HCoV-229E_N1357H-, HCoV-229E_N1357S- und
HCoV-229E_N1357Q-infizierten Zellen detektiert. Diese konnte jedoch auch unabhéangig von einer
RBN-2397-Behandlung nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Inhibition von
PARP7 in A549CD13+TMPRSS2+_Zgllen — unabhangig von einem PARP7-KD — keine direkten
Auswirkungen auf den Verlauf der HCoV-229E-Infektion hat. Dartber hinaus war die Genregulation
weitgehend unbeeintrachtigt durch die RBN-2397-Behandlung. Auch ein Vergleich der
Genexpression nach der Infektion mit HCoV-229E und den HCoV-229E-MacD-Mutanten zeigte
kaum Veranderungen. Interessanterweise konnte eine signifikant gesteigerte FRA1-Expression
unabhangig von einem PARP7-KD und unabhangig von der Behandlung nach der Infektion mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q und HCoV-229E_N1357S nachgewiesen werden.
Neben einer differentiellen Genregulation koénnte auch eine veranderte Translation den
Infektionsverlauf beeinflussen. Um diese Mdglichkeit zu adressieren, wurden in A549CD13+/TMPRSS2+_
Zellen mit und ohne PARP7-KD mégliche Effekte der RBN-2397-Behandlung auf die Steady-state-

Levels ausgewahlter Proteine analysiert (Abbildung 4-52).

Neben ADP-ribosylierten Proteinen wurden das HCoV-229E-N-Protein, PARP9, TBK1, IRF3 und
FRA1 nachgewiesen. Als interne Kontrolle wurde Beta-Aktin mitgefiihrt. ADP-ribosylierte Proteine
konnten (ber den gesamten Trennbereich detektiert werden, wobei die auffalligsten
Signalintensitaten bei einer GréRe von 50 bzw. 70 kDa detektiert wurden. Letzterem Signal konnte
bisher kein Protein zugeordnet werden. Eine Proteingré3e von etwa 50 kDa kann mit dem viralen
N-Protein assoziiert werden. Diese Modifikation scheint in A549CD13+/TMPRSS2+_7gllen mit bzw. ohne
PARP7-KD unabhangig von einer RBN-2397-Behandlung stattzufinden (Kapitel 4.4.2,
Kapitel 4.5.4). Auch fir andere unbekannte ADP-ribosylierte Proteine konnte kein deutlicher
Unterschied zwischen nicht behandelten und behandelten Proben festgestellt werden. Fir PARP9,
dessen IFN-B-induzierte Produktion gezeigt werden konnte (Abbildung 4-32), wurde in
AB49CD13+TMPRSS2+_7ellen keine signifikant verdnderte Proteinmenge nach RBN-2397-Zugabe
beobachtet. In Zellen, welche einen PARP7-KD aufwiesen, wurde kein bzw. kaum PARP9-Protein
detektiert. Dies weist darauf hin, dass bei der verwendeten Konzentration von 7,8 nM PARP9 wie

erwartet weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene beeinflusst wird.

PARP7 kann zu einer ADP-Ribosylierung von FRA1 fiihren [Manetsch et al., 2023]. Im Vergleich
mit nicht infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7Zg|len mit bzw. ohne PARP7-KD wurde in allen infizierten
Zellen eine geringere FRA1-Proteinmenge nachgewiesen. In Ubereinstimmung mit vorherigen
Ergebnissen (Abbildung 4-14) fallt erneut ein Unterschied zwischen den MacD-Mutanten auf, der
diese in drei Gruppen einteilt. Im Vergleich mit HCoV-229E erscheint HCoV-229E_N1305A erneut
ahnlicher als HCoV-229E_N1357Q bzw. HCoV-229E_AMacD. Letztere sind beispielsweise in
Bezug auf die FRA1-Proteinmenge ahnlich. Das heif3t, dass sowohl die Genexpression als auch die

Proteinmenge durch die MacD-Mutationen verandert wird. Dennoch zeigen sich Abweichungen
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zwischen HCoV-229E _N1357Q und HCoV-229E_AMacD. Weshalb die Unterschiede auf
Proteinebene in A549CP13+/TMPRSS2+_7g|len ohne Behandlung, aber in A549CD13+/TMPRSS2+_7Zgllen mit
PARP7-KD mit RBN-2397-Behandlung beobachtet werden konnten, sollte weiter analysiert werden.
TBK1, ein weiteres Protein, das PARP7-induziert ADP-ribosyliert werden kann, konnte in
unbehandelten und RBN-2397-behandelten HCoV-229E-MacD-Mutanten-infizierten Zellen
detektiert werden. Andere Studien zeigten, dass die PARP7-assoziierte MARylierung von TBK1
durch RBN-2397 (200 nM) vollstandig unterdriickt wird [Gozgit et al., 2021]. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass RBN-2397 ab einer Konzentration von Uber 7,8 nM unspezifisch (unter
anderem andere PARPSs) inhibiert [Gu et al.,, 2023]. Im weiteren Verlauf bewirkt TBK1 die
Phosphorylierung von IRF3. In A549CP13+TMPRSS2+_7gllen ochne PARP7-KD konnte unabhangig von
der Behandlung IRF3 detektiert werden. Im Vergleich konnten in Zellen mit PARP7-KD in
unbehandelten und RBN-2397-behandelten Proben geringere IRF3-Proteinlevel nachgewiesen
werden. Das bedeutet, dass moglicherweise keine Phosphorylierung trotz vorhandenem TBK1 und
weniger bzw. inhibiertem PARP7 oder ein konstanter Transport in den Zellkern stattfindet, sodass
keine Akkumulation der Proteine stattfindet. Diese Hypothesen sollten durch weiterfiihrende

Experimente Uberprift werden.

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass die hoch konservierte MacD wahrend der CoV-
Infektion einen Einfluss auf die (antivirale) Immunantwort der Wirtszelle hat. Die verwendeten
HCoV-229E-MacD-Mutanten,  welche  unterschiedliche = De-ADP-Ribosylierungsaktivitaten
aufweisen [Hartmann, 2023], zeigten im Vergleich mit HCoV-229E reduzierte Virustiter,
abweichende Genexpressionslevel, sowie unterschiedliche Proteinmengen bzw. posttranslationale
Modifikationen. Eine detailliertere Analyse der 17 humanen PARPSs, die zellulare und virale Proteine
ADP-ribosylieren kénnen, zeigte eine zelltypunabhangig gesteigerte PARP7-Expression nach der
Infektion mit HCoV-229E oder HCoV-229E-MacD-Mutanten. Obwohl potentielle Funktionen der
PARPs im Kontext von Virusinfektionen bisher nur wenig erforscht sind, gibt es aus friheren Studien
erste Hinweise auf eine indirekte Regulation der IFN-Produktion durch PARP7 [Yamada et al., 2016,
Manetsch et al., 2023, Rasmussen et al., 2023, Naulin et al., 2024]. Fur eine reduzierte PARP7-
Proteinmenge (CRISPR-Cas9-basierter Knockdown) oder inhibierte PARP7-Aktivitat (RBN-2397)
konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine signifikante Anderung der Virusreplikation in
AB549CD13+/TMPRSS2+_7g|len nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse und andere Studien deuten
darauf hin, dass antivirale Signalwege unabhangig voneinander reguliert werden und
fehlende/reduzierte PARPs mdglicherweise durch andere PARPs ersetzt werden kénnen [lwata et
al., 2016].

Einige der bisher bekannten PARPs werden den ISGs zugeordnet. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
ein IFN-B-induzierter Anstieg von PARP9 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Eine Vorbehandlung mit IFN-B fihrte zu reduzierten Virustitern und einer
lokal begrenzten Ausbreitung von HCoV-229E und HCoV-229E-MacD-Mutanten in MRC-5- und
AB4QCD13+TMPRSS2+ Zellen.  MacD-Mutanten mit einer Substitution an Position N1357
(HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q, HCoV-229E_N1357S) zeigten im Vergleich mit

HCoV-229E eine starkere Abweichung der differentiellen Genexpression als eine Deletion der
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viralen MacD (HCoV-229E_AMacD) oder eine Alaninsubstitution an Position N1305
(HCoV-229E_N1305A). Dartber hinaus konnte in IFN-B-behandelten und  mit
HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S infizierten
AB4QCD13+TMPRSS2+_7ellen  eine  gesteigerte  IFN-B-Konzentration im  Zellkulturiiberstand
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Austausch einzelner
konservierter Aminosauren (wie N1357) im erweiterten aktiven Zentrum der MacD einen (noch)
starkeren Effekt auf bestimmte Virus-Wirt-Interaktionen haben kann als die Deletion der gesamten
MacD. Dies unterstitzt die These, dass eine moglicherweise leicht veranderte Faltung benachbarter
nsp3-Doménen oder Anderungen der Struktur der Substratbindungstasche (und damit auch der
MacD-Substratspezifitat) signifikante Auswirkungen auf die virale Replikation und/oder bestimmte
Virus-Wirt-Interaktionen haben kénnen. Die Konservierung der MacD bei allen bekannten
Coronaviren (und einigen anderen RNA-Viren) macht sie auch zu einem moglichen Angriffspunkt
fir die Entwicklung neuer antiviraler Therapeutika. In den vergangenen Jahren wurden
insbesondere fiir die MacDs von SARS-CoV-2 verschiedene Inhibitoren entwickelt [Li & Song,
2024]. Dabei missen jedoch moégliche toxische Nebenwirkungen durch Interaktionen mit zellularen
MacDs ausgeschlossen oder minimiert werden. Ein weiteres Anwendungsgebiet kdnnte die
Impfstoffentwicklung sein. Neben chemisch inaktivierten bzw. mittels Hitze oder Bestrahlung
inaktivierten Viren kénnen auch attenuierte Lebendimpfstoffe entwickelt werden. Ziel einer Impfung
mit einem abgeschwachten, aber replikationskompetenten (Corona-) Virus ist die Induktion einer
ausgewogenen zellularen und humoralen Immunantwort, die vor einer durch das jeweilige Virus
ausgeldsten (schweren) Erkrankung schitzt. Andere Studien haben in einem &hnlichen Kontext
gezeigt, dass die genetische Inaktivierung der Deubiquitinylierungsaktivitdt der PLpro im
MERS-CoV nsp3 fur die Herstellung attenuierter Lebendimpfstoffe genutzt werden kann [Myeni et
al., 2023]. Moglicherweise ist eine Inaktivierung mehrerer Domanen, wie auch der MacD,
erforderlich, um die Sicherheit solcher Impfstoffe weiter zu erhdéhen. Dafiir ist ein detaillierteres

Verstandnis fir die verschiedenen Doméanen und deren Zusammenspiel erforderlich.
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6. Zusammenfassung

Coronaviren kodieren in ihren Replikase-Genen insgesamt 16 Nichtstrukturproteine (nsp). Diese
werden als nsp1 bis nsp16 bezeichnet und durch viruskodierte Proteasen aus zwei Polyproteinen
freigesetzt. Das grote dieser Nichtstrukturproteine ist nsp3, welches zahireiche funktionelle
Doméanen enthalt, zu denen auch die Makrodomane (MacD) gehért. Die MacD besitzt unter
anderem eine De-ADP-Ribosylierungsaktivitat und kann somit Einfluss auf Art und Umfang der

ADP-Ribosylierung viraler und/oder zellularer Proteine in der infizierten Zelle nehmen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer Infektion mit HCoV-229E WT bzw. MacD-
Mutanten auf die Virusreplikation, Genexpression und Proteinregulation in verschiedenen Zelltypen
analysiert. Zusatzlich wurde der Einfluss einer IFN-B-Vorbehandlung auf die HCoV-229E-Infektion
charakterisiert. Dabei wurde eine IFN-B-induzierte Verringerung der Virustiter und eine auf dem
Zellrasen lokal begrenzte Infektion in MRC-5- und A549CD13+/TMPRSS2+_7g|len gezeigt. Darliber hinaus
konnte eine differentielle Genregulation durch IFN-B-Zugabe und/oder HCoV-229E-Infektion
nachgewiesen werden. Bei der Genexpressionsanalyse wurden Poly-(ADP-Ribose)-Polymerasen
(PARPs) naher betrachtet, da diese eine ADP-Ribosylierungsaktivitdt aufweisen und damit als
Gegenspieler der viralen MacD agieren kénnen. Anhand ihrer jeweiligen Expressionscharakteristika
erfolgte eine Einteilung in infektions- (PARP7) bzw. IFN-B-spezifisch (PARP9) vermehrt exprimierte
PARPs. Eine reduzierte PARP7-Proteinmenge bzw. eine pharmakologisch inhibierte PARP7-
Aktivitdt zeigten Uberraschenderweise keine signifikante Anderung der Virusreplikation in
AB49CD13+TMPRSS2+_7glen, obwohl ein PARP7-Knockdown die IFN-B-Synthese beeinflusst. Diese
Ergebnisse deuten auf ein komplexes Zusammenspiel verschiedener PARPs hin. Ausgewahlte
PARP7-assoziierte Gene, die an der antiviralen Immunantwort beteiligt sind, zeigten
zelltypabhangig eine veranderte Genexpression und Proteinregulation in infizierten Zellen. Eine
Analyse verschiedener HCoV-229E-MacD-Mutanten ergab, dass der Austausch einer einzelnen
MacD-Aminosaure (N1357) einen starkeren Einfluss auf die zelluldre Genexpression hat als andere
MacD-Mutanten, bei denen die MacD vollstdndig deletiert oder katalytisch inaktiv war. IFN-3-
vorbehandelte sowie mit HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q oder HCoV-229E_N1357S

infizierte A549CP13+TMPRSS2+_7¢|len-Zellen zeigten eine erhdhte IFN-B-Synthese.

Die Daten zeigen HCoV-229E-MacD als einen Regulator der antiviralen Abwehr des Wirts, der die
PARP-Expression, die IRF3- und FRA1-assoziierte Signalwege sowie die ADP-Ribosylierung
moduliert. MacD-Mutanten, insbesondere solche mit Veranderungen an N1357, I6sten eine starkere
Immunaktivierung aus als katalytisch inaktive oder Deletionsmutanten, was auf spezifische
Funktionen einzelner MacD-Aminosauren zur Modulation der angeborenen Immunantwort hinweist.
Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die vielseitige Rolle der MacD in Coronavirus—Wirt-
Interaktionen und deuten darauf hin, dass ihre strukturellen Eigenschaften die Immunregulation
entscheidend beeinflussen kénnen. Damit kénnten virale MacDs ein potenzielles Target fir die
Entwicklung neuer antiviraler Therapeutika und attenuierter Lebendimpfstoffe gegen

Coronavirusinfektionen sein.
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Tabelle 7-1: Primereffizienzen der verwendeten RT-qPCR-Primersets fiir alle 17 humanen
PARPs, IRF3, IRF7, TBK1 und GAPDH

Genbezeichnung Primereffizienz
PARP1 1,86
PARP2 1,84
PARP3 1,89
PARP4 1,88
PARP5a 1,89
PARP5b 1,89
PARP6 1,83
PARP7 1,88
PARPS8 1,99
PARP9 1,98
PARP10 1,87
PARP11 1,93
PARP12 1,82
PARP13 1,98
PARP14 1,95
PARP15 1,97
PARP16 1,98
IRF3 1,98
IRF7 1,89
TBK1 1,97
GAPDH 1,95
LCV2-PARP7 CACCGTGCACTACACAGTCTGGOC (
sgRNA1

> G TTT
LCV2-PARP7 CACCGAAGGATGGGCTTCCGGT A CGTTT
sgRNA2

LCV2-PARP7
sgRNA3

Abbildung 7-1: Sequenzierung klonierter LCV2-Plasmide mit je einer der drei PARP7
sgRNAs. Abgebildet sind die verwendeten sgRNAs (rot hinterlegt) und die entsprechenden
Uberhange, die fur die Klonierung in das LCV2-Plasmid bendtigt wurden.
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A HCoV-229E
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HCoV-229E GCTCATGGT HCoV-229E TTTAATGTT
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Abbildung 7-2: Validierung der HCoV-229E-MacD-Mutanten. Die HCoV-229E-MacD-
Mutanten wurden mittels reverser Genetik innerhalb der Arbeitsgruppe Ziebuhr generiert.
Virale Stocklésungen wurden vor Beginn der Experimente erneut mittels Sanger-
Sequenzierung Uberprift. Dafir wurde RNA infizierter Zellen isoliert, in cDNA transkribiert
und die aufgereinigten PCR-Produkte (A) an die Firma LGC fur die Sanger-Sequenzierung
(B) versendet. Mutierte Nuklein- bzw. Aminosauren sind rot hinterlegt.
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Abbildung 7-3: Replikation von HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q in MRC-5-
Zellen abhangig von einer Vorbehandlung mit IFN-B. MRC-5-Zellen wurden infiziert (grau)
bzw. 16 h IFN-B-vorbehandelt und infiziert (blau). Die Infektion erfolgte mit
HCoV-229E_N1305A (A) oder HCoV-229E_N1357Q (B) jeweils mit einer MOI von 0,1 bei
33 °C. Die Virustiterbestimmung [PFU/mI] erfolgte mit Hilfe von Plaque-Assays lber einen
Zeitraum von 8 bis 96 hpi. Aufgetragen sind die Mittelwerte von drei unabhangigen
Versuchsansatzen (Mittelwert + SEM). Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test ermittelt
(**p = 0,005).

Abbildung 7-4: Immunfluoreszenzanalyse von A549-Zellen, die mit HCoV-229E MOI 0,1
(A2) oder MOI 5,0 (A3) infiziert wurden. Die Zellen wurden 48 hpi fixiert und permeabilisiert.
Eine nicht infizierte Kontrolle (A1) wurde analog mitgefuhrt. Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt (blau). Infizierte Zellen wurden mit einem gegen das virale N-Protein gerichteten
Primarantikdrper angefarbt. Als Sekundarantikérper wurde ein AlexaFluor 594 F(ab’)2
Fragment goat-a-mouse- IgG (rot) verwendet.
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Abbildung 7-5: PARP-Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-§3-
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD und
HCoV-229E_N1305A. Eine Behandlung mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die
regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E,

Vorbehandlung und/oder

HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1305A

in Abhangigkeit

von einer

IFN-B-

Vorbehandlung dargestellt. Die Genexpression wurde im Vergleich mit nicht infizierten
(mock) Kontrollzellen (oben) bzw. HCoV-229E (WT )-infizierten Zellen (unten) ermittelt.
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Abbildung 7-6: PARP-Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhéangigkeit von einer IFN-$3-
Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_H1310A und
HCoV-229E_N1357S. Eine Behandlung mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die
regulierten PARPSs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_N1302A,

HCoV-229E_H1310A und HCoV-229E_N1357S

in Abhangigkeit von einer

IFN-B-

Vorbehandlung dargestellt. Die Genexpression wurde im Vergleich mit nicht infizierten
(mock) Kontrollzellen (oben) bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) ermittelt.
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Abbildung 7-7: Genexpression von PARPs und mit PARP7 im Zusammenhang
stehenden antiviralen Genen in MRC-5-Zellen in Abhidngigkeit von IFN-B. In den
Vulkanplots ist der Einfluss von IFN-B nach der Behandlung fur 16 h dargestellt. Die Zellen
wurden weitere 48 h bei 33 °C in IFN-B-freiem Medium kultiviert. AnschlieRend wurde die

RNA isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs (links) und die Regulation
von mit PARP7-assoziierten antiviralen Genen (rechts).
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Auszug aus dem fir die statistische Auswertung der NGS-Genexpression verwendeten
Programmierungscode aus R. Die Analyse erfolgte im folgenden Code beispielhaft fir eine der
Zelllinien, die mit IFN-B-vorbehandelt und mit HCoV-229E (WT oder MacD-Mutanten) infiziert
wurde. Verwendet wurden die folgenden (Bioconductor) Arbeitspakete: DESeq2, clusterProfiler,
ggplot2, openxisx, tidyverse, org.Hs.eg.db, ReactomePA, ComplexHeatmap, EnhancedVolcano,

RColorBrewer, circlize und magrittr.

## Datenvorbereitung
# Datenimport Genomannotation
myorgdb <- "org.Hs.eg.db"
# Datenimport KEGG
myorganism <- "hsa"
# Datenimport von nf-core RNA-Seq Pipeline (zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Bartkuhn)
load("deseq2.dds.RData")
# Datenimport Probenubersicht
defs2 <- read.xIsx("samples.xlsx")
# Datentberprifung und Strukturierung
defs <- colData(dds)
defs$sample<-sapply(strsplit(defs$sample," _LMS_0225"),function(x) x[1])
defs3 <- merge(defs,defs2,by.x="sample",by.y="Sample.name")
rownames(defs3)<- defs3$sample
defs3<- defs3[,c(1,5,7,8)]
colnames(dds) <- sapply(strsplit(colnames(dds),"_LMS_0225"),function(x) x[1])
# Erstellen eines DESeqDatensets unter Einbindung weiterer Probeninformationen
defs3$combined <- paste(defs3$virus, defs3$treatment,sep="_")
ddstest <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = counts(dds)[,rownames(defs3)],
colData = defs3,
design= ~ combined)
ddstest <- DESeq(ddstest)

## Datenanalyse mittels Einzelvergleichen
# Auswahl relevanter Vergleiche
mycontrasts <- list(

# Vergleich Virus vs mock ohne Behandlung
c("combined", "WT_ctrl", "mock_ctrl"),
c("combined", "deltaMacD_ctrl", "mock_ctrl"),
c("combined”, "N1305A_ctrl", "mock_ctrl"),
c("combined”, "N1357H_ctrl", "mock_ctrl"),
c("combined”, "N1357Q_ctrl", "mock_ctrl"),
c("combined", "N1357S_ctrl", "mock_ctrl"),
# Vergleich MacD-Mutanten vs WT ohne Behandlung
c("combined", "deltaMacD_ctrl", "WT_ctrl"),
c("combined", "N1305A_ctrl", "WT_ctrl"),
c("combined", "N1357H_ctrl", "WT_ctrl"),
c("combined”, "N1357Q_ctrl", "WT_ctrl"),
c("combined", "N1357S_ctrl", "WT_ctrl"),

161



Anhang

# Vergleich von Virus vs mock mit IFN-B-Behandlung
c("combined", "mock_IFN", "mock_ctrl"),

c("combined", "WT_IFN", "mock_IFN"),

c("combined”, "deltaMacD _IFN", "mock_IFN"),
c("combined", "N1305A_IFN", "mock_IFN"),
c("combined", "N1357H_IFN", "mock_IFN"),
c("combined", "N1357Q_IFN", "mock_IFN"),
c("combined", "N1357S_IFN", "mock_IFN"),

# Vergleich MacD-Mutanten vs WT mit IFN-B-Behandlung
c("combined", "deltaMacD_IFN", "WT_IFN"),
c("combined", "N1305A_IFN", "WT_IFN"),
c("combined", "N1357H_IFN", "WT_IFN"),
c("combined", "N1357Q_IFN", "WT_IFN"),
c("combined", "N1357S_IFN", "WT_IFN"),

# Vergleich Virus vs Virus mit bzw. ohne IFN-B-Behandlung
c("combined", "WT_IFN", "WT_ctrl"),

c("combined", "deltaMacD_IFN", "deltaMacD_ctrl"),
c("combined”, "N1305A_IFN", "N1305A_ctrl"),
c("combined", "N1357H_IFN", "N1357H_ctrl"),
c("combined”, "N1357Q_IFN", "N1357Q_ctrl"),
c("combined”, "N1357S_IFN", "N1357S_ctrl"),

# Vergleich von Virus vs mock mit RBN-2397-Behandlung
c("combined", "mock_RBN", "mock_ctrl"),

c("combined", "WT_RBN", "mock_RBN"),

c("combined", "deltaMacD_RBN", "mock_RBN"),
c("combined", "N1305A_RBN", "mock_RBN"),
c("combined”, "N1357H_RBN", "mock_RBN"),
c("combined", "N1357Q_RBN", "mock_RBN"),
c("combined", "N1357S_RBN", "mock_RBN"),

# Vergleich von Virus vs WT mit RBN-2397-Behandlung
c("combined", "deltaMacD_RBN", "WT_RBN"),
c("combined", "N1305A_RBN", "WT_RBN"),
c("combined”, "N1357H_RBN", "WT_RBN"),
c("combined", "N1357Q_RBN", "WT_RBN"),
c("combined", "N1357S_RBN", "WT_RBN"),

# Vergleich von Virus vs Virus mit bzw. ohne RBN-2397-Behandlung
c("combined", "WT_RBN", "WT_ctrl"),

c("combined", "deltaMacD_RBN", "deltaMacD_ctrl"),
c("combined", "N1305A_RBN", "N1305A_ctrl"),
c("combined”, "N1357H_RBN", "N1357H_ctrl"),
c("combined", "N1357Q_RBN", "N1357Q_ctrl"),
c("combined", "N1357S_RBN", "N1357S_ctrl")
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# Benennung relevanter Vergleiche
names(mycontrasts)<-lapply(mycontrasts,function(x) paste(x,collapse ="_"))
# Analyse relevanter Vergleiche (als Liste speichern)
resL <- list()
for (i in names(mycontrasts)) {
print(i)
resL[[i]] <- results(ddstest,contrast=mycontrasts][i]])
}
# Anpassen von Threshold und Log2FoldChange (p-Werte ungleich Null)
resL <- list()
resLalt <- list()
for (iin names(mycontrasts)) {
print(i)
resL[[i]] <- results(ddstest,contrast=mycontrasts][[i]])
resLalt[[i]] <- results(ddstest,contrast=mycontrasts]][i]],IfcThreshold=1,altHypothesis="greaterAbs")
resLalt[[i]] <- IfcShrink(ddstest,contrast=mycontrasts|[i]],res=resLalt[[i]],type="normal")
}
# Dataframe-Anpassung
resL.genes <- as.data.frame(resLalt$combined_mock_IFN_mock_ctri@rownames)
colnames(resL.genes) <- c("gene")
resLalt.df <- as.data.frame(resLalt)
resL_total <- cbind(resL.genes, reslLalt.df)
resL_total.df <- as.data.frame(resL_total)
# Umbenennung ausgewahlter Gene (beispielhaft dargestellt PARP7)
resL_total_renamed <- data.frame(apply(resL_total, 2,
function(x) gsub("TIPARP", "PARP7" x)), stringAsFactors = FALSE)

#i# Datenexport als Exceldateien
# Export Gesamtdatensatz
write.xIsx(resL_total_renamed,
"C:/.../contrasts_total_renamed.xIsx")
# Export PARPs
resL_total_renamed_PARPs <- filter(resL_total_renamed, gene %in%
c("PARP1", "PARP2", "PARP3", "PARP4", "PARP5a", "PARP5b", "PARPG", "PARP7",
"PARPS8", "PARP9", "PARP10", "PARP11", "PARP12", "PARP13_ZAPS",
"PARP13_ZAPL", "PARP14", "PARP15", "PARP16"))
write.xIsx(resL_total_renamed_PARPs, "C:/.../contrasts_renamed_PARPs.xlIsx")
# Export PARP7-assoziierter Gene
resL_total_renamed_PARPrelated <- filter(resL_total_renamed, gene %in%
c("RIG-I", "DTX3L", "FRA1", "MDAS5", "IFNAR1", "IFNAR2", "IFNLR1", "IKBKE", "NEMQ",
"IRF3", "IRF7", "p50", "p65", "TBK1", "MAVS"))

write.xIsx(resL_total_renamed_PARPrelated, "C:/.../contrasts_renamed_PARPrelated.xIsx"
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Auszug aus dem fir die Signalweganalyse und Darstellung der mittels NGS ermittelten
Genexpression verwendeten Programmierungscode aus R. Verwendet wurden die zusatzlich
folgende Arbeitspakete: org.Hs.eg.db, clusterProfiler, biomaRt, openxisx, enrichplot und ggplot2.

## Datenvorbereitung fiir Signalweganalysen
# Spalte mit Genbezeichnungen isolieren
genes_input <- unique(resL_total.df$gene)
# Basisannotation fur ENTREZ, Ensemble, Genbezeichnung aus org.Hs.eg.db erganzen
annot_basic <- AnnotationDbi::select(org.Hs.eg.db,
keys = genes_input,
columns = c("ENTREZID", "ENSEMBL", "GENENAME", "SYMBOL"),
keytype = "SYMBOL") %>%
distinct(SYMBOL, .keep_all = TRUE) %>%
rename(gene = SYMBOL, Ensembl_Gene_ID = ENSEMBL, ENTREZ_ID = ENTREZID,
Gene_Name = GENENAME)

# GO-Terms anhand der Entrez-ID zufiigen
valid_entrez <- na.omit(unique(annot_basicSENTREZ_ID))
go_map <- if(length(valid_entrez) > 0) { AnnotationDbi::select(org.Hs.eg.db,
keys = valid_entrez, columns = "GQO", keytype = "ENTREZID") %>%

group_by(ENTREZID) %>%
summarise(GO_IDS = paste(unique(na.omit(GO)), collapse =";", .groups = ")) } else {
tibble(ENTREZ_ID = character(), GO_IDS = character()) }

names(go_map)[1] <- paste("ENTREZ_ID")

# KEGG-Zuordnung mittels clusterProfiler erganzen
kegg_map <- if (length(valid_entrez) > 0) {

kegg_enrich <- enrichKEGG(gene = valid_entrez, organism = "hsa", pvalueCutoff = 1)
kegg_df <- as.data.frame(kegg_enrich)[, c("genelD", "ID")]
kegg_long <- strsplit(kegg_df$genelD, "/|,")
data.frame(ENTREZ_ID = unlist(kegg_long),
KEGG_ID = rep(kegg_df$ID, lengths(kegg_long))) %>%
group_by(ENTREZ_ID) %>%
summarise(KEGG_IDS = paste(unique(KEGG_ID), collapse =";"), .groups = "drop") } else {
tibble(ENTREZ_ID = character(), KEGG_IDS = character()) }

# Biotype mittels biomaRt zufligen
mart <- useMart("ensembl", dataset = "hsapiens_gene_ensembl")
biomart_data <- getBM(attributes = c("hgnc_symbol", "ensembl_gene_id", "gene_biotype"),

filters = "hgnc_symbol", values = genes_input, mart = mart)
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biomart_data <- biomart_data %>%
rename(gene = hgnc_symbol, Ensembl_Gene_ID_biomart = ensembl_gene_id,
Biotype = gene_biotype)

biomart_data <- biomart_data[c("gene", "Biotype")]

# Zusammenflhren der Annotationen und Dopplungen entnehmen
annot_combined <- annot_basic %>%
full_join(biomart_data, by = "gene") %>%
mutate(Ensembl_Gene_ID = coalesce(Ensembl_Gene_ID)) %>%
left_join(go_map, by = "ENTREZ_ID") %>%
left_join(kegg_map, by = "ENTREZ_ID")
annot_combined <- unique(annot_combined)
df_gene <- resL_total.df["gene"]
df_values <- resL_total.df[, 2:ncol(resL_total.df)]
resL_total_annotated <- df_gene %>% left_join(annot_combined, by = "gene")

resL_total_annotated <- merge(resL_total_annotated, resL_total.df, by = "gene")

## Datenexport als Exceldatei
write.xIsx(resL_total_annotated,

"C:/...Icontrasts_total_annotated.xlsx")
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Auszug aus dem flr die statistische Auswertung der mittels RT-qPCR ermittelten Genexpression
verwendeten Programmierungscode aus R. Die Analyse erfolgte im folgenden Code beispielhaft fir
PARP7 in MRC-5-Zellen, die mit IFN-B-vorbehandelt und mit HCoV-229E (WT oder MacD-
Mutanten) infiziert wurden. Verwendet wurden die folgenden Arbeitspakete: readxl/, writeexl,

magrittr, tidyverse, dplyr, car, rstatix, ggpubr, gvima, graphics, ggplot2, Hmisc und broom.

## Datenvorbereitung
# Anzahl der Messreihen (WH) bzw. doppelte Messreihenanzahl (ZweiWH)

WH <-5

ZweiWH <- 10
# Datenimport als Dataframe

PARP7_CT <- read_excel("PARPs_CT.xlIsx", sheet = 8, col_names = TRUE, na ="k. A.")
# Dataframe nach Viren sortieren und in Listen aufteilen (hier fir mock und HCoV-229E WT)
# analog fur alle HCoV-229E-MacD-Mutanten analysiert

PARP7_CT_mock_WT <- PARP7_CT %>%

filter("HCoV-229E" == "mock" |"HCoV-229E" == "WT")
PARP?7_listereg <- split(PARP7_CT_mock_WT, PARP7_CT_mock WT$"sample ohne MR")

## Berechnung der reguldaren Expression fiir unbehandelte mock Proben
# analog fur IFN-beta-behandelte und infizierte Proben durchgefiihrt
Smatrix7reg_mock_ohnelFN <- sapply(PARP7_listereg,
function(X, GAPDH_referenz, PARP_referenz, GAPDH_sample, PARP_sample,
Primereffizienz_ GAPDH, Primereffizienz_PARP7)
{
(Primereffizienz_ GAPDH**GAPDH_sample / Primereffizienz_PARP7**PARP_sample)/
(Primereffizienz_ GAPDH**GAPDH_referenz / Primereffizienz_ PARP7**PARP_referenz)
2
GAPDH_referenz = PARP7_listereg$P7_mock_ohnelFN$mean_GAPDH,
PARP_referenz = PARP7_listereg$P7_mock_ohnelFN$mean_PARP?7,
GAPDH_sample = PARP7_listereg$P7_mock_ohnelFN$mean_GAPDH,
PARP_sample = PARP7_listereg$P7_mock_ohnelFN$mean_PARP7,
Primereffizienz_ PARP7 = 1.88,
Primereffizienz_ GAPDH = 1.95

## Dataframes zusammenfigen fiir mock und WT (behandlungs-(un)anhéngig)
# Datensatz normalisiert auf mock und GAPDH, gerundet auf 2 Nachkommastellen
# Matrix in Dataframe Uberfuihren
ddCT_PARP7_regexp_mock_ohnelFN.df <- as.data.frame(Smatrix7reg_mock_ohnelFN) %>%
select(P7_mock_ohnelFN) %>% round(digits = 2)
ddCT_PARP7_regexp_mock_ohnelFN.df <- cbind(PARPs = "PARP7",
sample = "mock_ohnelFN", ddCT_PARP7_regexp_mock_ohnelFN.df)
names(ddCT_PARP7_regexp_mock_ohnelFN.df) [3] ="ddCT"
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## Identifizierung von Ausreilern
# Datensatz zusammenfiigen fir alle (un-) behandelten (un-) infizierten Proben
# Matrix normalisiert auf mock und GAPDG, gerundet auf zwei Nachkommastellen in Dataframe
# Berechnung mittels Interquartilsabstand (AusreiRer besitzen Abweichung > bzw. < 1.5x IQR)
PARPs_regexp_Outliers <- PARPs_regexp.df %>% group_by(ID) %>%
mutate(Outlier = ddCT < quantile(ddCT, 0.25) - IQR(ddCT)*1.5 |
ddCT > quantile(ddCT, 0.75) + IQR(ddCT)*1.5) %>%
ungroup()
# Ausreiler aus Gesamtdatensatz entfernen und durch NA ersetzten, wenn "Outliers" == TRUE
PARPs_regexp_Outliers_NA <- function(df) {
if (1("ddCT" %in% names(df)) || !("Outlier" %in% names(df))) {
stop(""ddCT" und "Outliers" mussen in Dataframe enthalten sein")
}
df$ddCT[df$Outlier == TRUE] <- NA
return(df)

}
PARPs_regexp_Outliers_NA <- PARPs_regexp_Outliers_NA(PARPs_regexp_OQutliers)

## Two-way ANOVA und Post-hoc Test

# Explorative Datenanalyse (EDA) durchgefihrt, um Datensatz auf Normalverteilung bzw.

# Inhomogenitat der Varianzen (Heterogenitat) zu priifen

# Erstellung von Boxplots bzw. Normal-QQ-Plots --> keine Normalverteilung

# log10-Transformation der ddCT-Daten, um Two-way ANOVA durchfiihren zu kénnen
ANOVA_PARP7_final <- summary(fm <- aov(log10(ddCT) ~ Virus*treatment, data =
ANOVA_PARP7, subset = Virus != "mock"))

# Post-hoc Test (Tukey’s Honestly-Significant-Difference test)
Post_Hoc_PARP7 <- TukeyHSD(fm <- aov(log10(ddCT) ~ Virus*treatment, data =
ANOVA_PARP7))
Post_Hoc_PARP7 <- tidy(Post_Hoc_PARP7)
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Abbildung 7-8: Explorative Datenanalyse mittels Boxplot (A) und QQ-Plot (B) der PARP7-
Expression des raw Datensatzes (A1, B1) bzw. des log10-transformierten Datensatzes
(A2, B2). Den QQ-Plots sind die Referenzlinien zugefugt und die 95 % Konfidenzintervalle
mittels Strichlinien gekennzeichnet. Die Daten zeigen MRC-5-Zellen welche mit HCoV-229E
(WT) oder MacD-Mutanten (MOI von 0,1, 33 °C) infiziert wurden. Die Proben wurden in
Abhangigkeit von einer 16-stindigen Vorbehandlung mit IFN-B analysiert. Die RNA wurde 48 hpi
isoliert.
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Abbildung 7-9: Genexpression in MRC-5-Zellen in Abhéngigkeit von einer IFN-B-
Vorbehandlung und/oder HCoV-229E_N1305A-Infektion. Eine Behandlung mit IFN-B
erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 (links) bzw. 3,0 (rechts) bei 33 °C. Die
RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs fir die
Infektion mit HCoV-229E_N1305A. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion (oben)
und die Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) jeweils im Vergleich mit HCoV-229E-
infizierten MRC-5-Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-10: Genexpression in A549CD13+TMPRSS2+ 7allen in Abhdngigkeit von einer
IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E-MacD-Mutanten. Eine
Behandlung mit IFN-f erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA
wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs fiir die Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A bzw. HCoV-229E_N1357Q. In den Vulkanplots ist
der Einfluss der Infektion (oben) und die Regulation durch die IFN-B-Zugabe (unten) im Vergleich
mit HCoV-229E-infizierten A549CD13+TMPRSS2+_7gllen dargestellt. Die (Gesamt-) Anzahl
signifikant hoch- bzw. herunterregulierter Gene ist am oberen Abbildungsrand vermerkt.
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Abbildung 7-11: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
MRC-5-Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1305A. Eine Vorbehandlung mit
IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi
isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der
Einfluss der Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_AMacD und HCoV-229E_N1305A in
Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung dargestellt. Die Genexpression wurde im
Vergleich mit nicht infizierten Kontrollzellen (mock) bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen

ermittelt.
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Abbildung 7-12: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
MRC-5-Zellen in Abhéngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_H1310A und HCoV-229E_N1357S. Eine Behandlung
mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist

der

Einfluss

der Infektion m

it

HCoV-229E_N1302A, HCoV-229E_H1310A

und

HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit von einer IFN-B Vorbehandlung dargestellt. Die
Genexpression wurde im Vergleich mit nicht infizierten Kontrollzellen (mock) bzw.
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen ermittelt.
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HCoV-229E_AMacD HCoV-229E_N1305A HCoV-229E_N1357Q
100

230 : 74 | 1007 15 : 4| 100 4274 : 538
0 0 0 : 0 0 : 3

50

-Log,, p value
-Log,, p value
a
o
-Log,, p value
3]

T

Einfluss von HCoV-229E
MacD-Mutanten (vs. WT)

-10 0 10 -10 0 10
Log, difference Log, difference Log, difference

100°) 43 : 108 | 1007 14 : 10| 100 104 : 503
: 0 :

Log,, p value
)
=)
|
-Log,, p value
a
o
I
Log,, p value
3]
T

Einfluss von HCoV-229E

MacD-Mutanten (vs. WT)
in IFN-B-behandelten Zellen

Log, difference Log, difference Log, difference

Abbildung 7-13: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AB549CD13+TMPRSS2+_Zellen in Abhingigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder
Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine
Behandlung mit IFN- erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die
RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und

HCoV-229E_N1357Q in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-14: Genexpression von PARPs in A549CP13+TMPRSS2+_7allen mit PARP7-KD
in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine Behandlung
mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde
48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist
der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q in Abhéangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-15: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AB549CD13+TMPRSS2+_Zellen mit PARP7-KD in Abhidngigkeit von einer IFN-B-
Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q. Eine Behandlung mit IFN-f erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die
regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD,
HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q in Abhéangigkeit von einer IFN-B-
Vorbehandlung im Vergleich mit HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-16: Zellvitalitdt in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung.
Verschiedene Konzentrationen zwischen 2 und 1000nM des PARP7-Inhibitors wurden
mittels MTT-Assay in MRC-5-Zellen (schwarz), A549CD13+TMPRSS2+_7Zgllen (blau) und
AB549CD13+/TMPRSS2+_7g|len mit PARP7-KD (rot) getestet.
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Abbildung 7-17: Virusreplikation von HCoV-229E (WT) und MacD-Mutanten in
Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung. MRC-5-Zellen wurden mit HCoV-229E,
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A, HCoV-229E_N1357H, HCoV-229E_N1357Q
oder HCoV-229E_N1357S infiziert (grau) oder 24 hpi mit 7,8 nM PARP7i vorbehandelten
und infiziert (orange). Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Der
Zellkulturiberstand wurde 48 hpi auf Huh-7-Zellen titriert. Dargestellt sind fiinf unabhangige
Versuchsansatze (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 7-18: Genexpression von PARPs in AB549CD13*/TMPRSS2 Zallen in
Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine
Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C.
Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q (oben) in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Vorbehandlung (unten)
im Vergleich mit HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-19: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AB549CD13+TMPRSS2+_Zellen in Abhingigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder
Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine
Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C.
Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q (oben) in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Vorbehandlung (unten)
im Vergleich mit HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-20: Genexpression von PARPs in A549¢€P13+TMPRSS2+_7a|len mit PARP7-KD
in Abhéangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q. Eine
Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33°C.
Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den
Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q (oben) in Abhéngigkeit von einer RBN-2397-Vorbehandlung (unten)
im Vergleich mit HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-21: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
A549CD13+TMPRSS2+_Zallan mit PARP7-KD in Abhingigkeit von einer RBN-2397-
Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und
HCoV-229E_N1357Q. Eine Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit
einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind
die mit PARP7-assoziierten Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit
HCoV-229E_AMacD, HCoV-229E_N1305A und HCoV-229E_N1357Q (oben) in
Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung (unten) im Vergleich mit HCoV-229E (WT)-
infizierten Zellen dargestellt.
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Abbildung 7-22: Replikationskinetik von HCoV-229E in Huh-7-Zellen in Abhangigkeit
von einer IFN-B-Behandlung. Huh-7-Zellen wurden mit HCoV-229E infiziert (grau) bzw.
IFN-B-vorbehandelt (16h) und infiziert (blau). Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Infektion [hpi] mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C wurde der Virustiter [PFU/mI] mit Hilfe von
Plague-Assays in Huh-7-Zellen ermittelt. Die Proben wurden 8-96 hpi genommen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchsansatzen
(Mittelwert + SEM).
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Abbildung 7-23:
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in A549CD13+ITMPRSSZ+_Ze"en

in

Abhéngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E,
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine Behandlung mit IFN-3 erfolgte 16 h
vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit
von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben) bzw.
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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Abbildung 7-24: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AB549CD13+TMPRSS2+_Zellen in Abhangigkeit von einer IFN-B-Behandlung und/oder
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine
Behandlung mit IFN-B erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die
RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7-assoziierten Gene.
In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und
HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht
infizierten (mock) Zelen (oben) bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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Abbildung 7-25: Genexpression von PARPs in A549¢€P13+TMPRSS2+_7allen mit PARP7-KD
in Abhédngigkeit von einer IFN-B-Vorbehandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E,
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine Behandlung mit IFN-§ erfolgte 16 h
vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und
analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit
von einer IFN-B-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben) bzw.
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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Abbildung 7-26: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in

A549CD1 3+ITMPRSSZ+_Ze"en
Vorbehandlung und/oder

mit

PARP7-KD
Infektion mit

in

Abhéngigkeit
HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und

von

einer IFN-B-

HCoV-229E_N1357S. Eine Behandlung mit IFN-( erfolgte 16 h vor der Infektion mit einer
MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die mit
PARP7-assoziierten Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E,

HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S

in Abhangigkeit von einer

IFN-B-

Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben) bzw. HCoV-229E
(WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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Abbildung 7-27: Genexpression von PARPs in AB549CD13*/TMPRSS2 Zallen in
Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E,
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine Vorbehandlung mit RBN-2397
erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert
und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit
von einer RBN-2397-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben)

bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestell
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Abbildung 7-28: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AS549CP13+TMPRSS2+_Zallen in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine
Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOl von 0,1 bei 33 °C.
Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind die mit PARP7-assoziierten
Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H
und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Vorbehandlung im Vergleich
mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben) bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten)
dargestellt.
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Abbildung 7-29: Genexpression von PARPs in A549CD13+/TMPRSS2+_7a|len mit PARP7-KD
in Abhangigkeit von einer RBN-2397-Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E,
HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S. Eine Vorbehandlung mit RBN-2397
erfolgte 24 h vor der Infektion mit einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert
und analysiert. Dargestellt sind die regulierten PARPs. In den Vulkanplots ist der Einfluss der
Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit
von einer RBN-2397-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben)
bzw. HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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Abbildung 7-30: Genexpression mit PARP7 im Zusammenhang stehenden Genen in
AB549CD13+/TMPRSS2+_Zellen mit PARP7-KD in Abhidngigkeit von einer RBN-2397-
Behandlung und/oder Infektion mit HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und
HCoV-229E_N1357S. Eine Vorbehandlung mit RBN-2397 erfolgte 24 h vor der Infektion mit
einer MOI von 0,1 bei 33 °C. Die RNA wurde 48 hpi isoliert und analysiert. Dargestellt sind
die mit PARP7-assoziierten Gene. In den Vulkanplots ist der Einfluss der Infektion mit
HCoV-229E, HCoV-229E_N1357H und HCoV-229E_N1357S in Abhangigkeit von einer
RBN-2397-Vorbehandlung im Vergleich mit nicht infizierten (mock) Zellen (oben) bzw.
HCoV-229E (WT)-infizierten Zellen (unten) dargestellt.
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