(Jzean

"

D
S
S
S
D
S
<
=
S
S
S
S
3
=
D
D
N
S
D
S

-Sir Isaac NewTtON-

men

»

des Unbekarmten vor unseren Fl@m erstreckt

er una aa e

Wissens




Aus dieser Arbeit resultierende Veroffentlichung:

Miiller C, Hardt M, Schwudke D, Neuman BW, Pleschka S, Ziebuhr J. 2017.
Inhibition of cytosolic phospholipase A2alpha impairs an early step of coronavirus
replication in cell culture. J Virol doi:10.1128/JV1.01463-17.




Angefertigt am Fachbereich 08- Biologie & Chemie in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir medizinische Virologie am
Fachbereich 11- Medizin der Justus-Liebig-Universitit Giessen

Rolle der zytosolischen Phospholipase

A2a in der Bildung Coronavirus-
induzierter replikativer Organellen

Inauguraldissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.) des Fachbereichs 08 - Biologie & Chemie der Justus-
Liebig-Universitit

vorgelegt von

Christin Miiller

Master of Science

Gieflen, 2018




1. Gutachter

2. Gutachter

Prof. Dr. Michael U. Martin
Professur fiir Immunologie
Justus-Liebig-Universitdt GieBBen
Prof. Dr. John Ziebuhr

Institut fiir Medizinische Virologie

Justus-Liebig-Universitdt GieBBen




ABSTRACT

Abstract

Common to all plus-strand (+) RNA viruses is the induction of intracellular membrane
rearrangements that, shortly after virus entry, result in the formation of large, organelle-
like “virus factories” to which the viral replication/transcription complexes (RTCs) are
anchored. These so-called replicative organelles (ROs) ensure high local concentrations
of host and viral proteins required for efficient viral replication and sequester components
of the viral replication machinery from recognition by host cellular defense mechanisms.
The molecular mechanisms involved in the formation of these membranous structures in
virus-infected cells are not well understood and the specific roles of cellular factors,
including specific membrane structures and cellular lipids, in viral replication are largely
unknown. Since coronaviruses induce profound membrane rearrangements in infected
cells, they have been speculated to require cellular enzymes involved in the synthesis
and/or modification of specific cellular lipids. In this study, I was able to demonstrate the
importance of one of these enzymes, cytosolic phospholipase 2a (cPLA2a), which could
be shown to be an essential host cell factor required for the production of coronavirus-
induced ROs. cPLA2a catalyzes the hydrolysis of membrane-associated
phosphoglycerides at the sn-2 position, thereby generating a lysophospholipid (LPL) and
a fatty acid. Furthermore, I was able to show that inhibition of cPLA2a activity using a
highly selective, small-molecule inhibitor (i) impairs the accumulation of viral RNA and
proteins and (ii) interferes with RTC and RO formation in HCoV-229E-infected Huh-7
cells. The observed virus replication defects in cells treated with the cPLA2a inhibitor
suggest that insufficient levels of LPL species produced by cPLA2a have a negative
impact on the formation of fully functional RO structures in virus-infected cells. Further
evidence to support this hypothesis was obtained in cellular lipidome analyses and
additional studies described in this thesis. Interestingly, this and a previous study also
revealed that inhibition of cPLA2a activity causes replication defects of several other
+RNA viruses employing virus-induced membrane structures, such as members of the
Flaviviridae (Hepatitis C virus, Dengue virus; Menzel et al., 2012), Coronaviridae
(MERS-CoV) and Togaviridae (Semliki forest virus), while the replication of
picornaviruses, influenza virus and vaccinia virus was not evidently affected in the
presence of the cPLA2a inhibitor. Taken together, the study provides interesting new
insight into changes of the cellular lipidome of coronavirus-infected cells and identifies

cPLA2a as an essential cellular factor required for the replication of coronaviruses and
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several other +RNA viruses, potentially providing new options for the development of

broadly acting antiviral drugs.




ZUSAMMEN-
FASSUNG

Zusammenfassung

Viren mit einem Einzelstrang-RNA-Genom von positiver Polaritdt (+RNA-Viren)
induzieren kurz nach dem FEintritt in die infizierte Wirtszelle die Bildung von grof3en,
Organell-dhnlichen ,,Virusfabriken®, in deren Inneren der virale Replikations-
/Transkriptionskomplex (RTC) verankert ist. Diese sogenannten replikativen Organellen
(ROs) erlauben eine hohe lokale Anreicherung von zelluldren und viralen Proteinen,
welche fiir die virale Replikation benotigt werden. Zudem wird die virale Replikation
innerhalb der ROs vor der Erkennung durch zellulare Abwehrmechanismen geschiitzt.
Der molekulare Mechanismus zur Bildung von ROs ist hinsichtlich der Beteiligung von
spezifischen Membranstrukturen, zelluldren Lipiden und Enzymen noch nicht vollstindig
beschrieben. Es wird jedoch aufgrund der massiven Membranumstrukturierungen im
Laufe der +RNA-Virus-Infektion vermutet, dass zelluldre Enzyme, welche eine Rolle in
der Lipidsynthese und/oder —modifikation spielen, involviert sind. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass ein wichtiges Enzym des Lipidstoffwechsels, die zytosolische
Phospholipase A2a (cPLA2a), einen Einfluss auf die Bildung Coronavirus (CoV)-
induzierter ROs hat. cPLA2a katalysiert die Hydrolyse Membran-assoziierter
Phosphoglyzeride an der sn2-Position, wodurch ein Lysophospholipid (LPL) sowie eine
freie Fettsdure entstehen. Eine Inhibition von cPLA2a wunter Verwendung des
hochselektiven  Inhibitors Py-2  beeintrdchtigte (i) die virale RNA- und
Proteinakkumulation und (ii) die Bildung viraler RTCs und ROs in CoV-infizierten Huh-
7-Zellen. Der beobachtete Defekt der viralen Replikation in Py-2-behandelten Zellen legt
nahe, dass die Reduktion einiger LPL-Spezies einen negativen Effekt auf die Bildung
funktioneller RO-Strukturen in Virus-infizierten Zellen hat. Diese Hypothese wurde
zusitzlich durch Lipidom-Analysen CoV-infizierter Zellen und weiterer Daten, welche im
Laufe dieser Arbeit gewonnen wurden, unterstiitzt. Interessanterweise zeigt diese sowie
eine weitere Studie, dass neben CoV auch die Replikation weiterer Membran-
umstrukturierender +RNA-Viren durch cPLA2a-Inhibition gehemmt werden konnte.
Hierzu zdhlten Vertreter der Flaviviridae (Hepatitis-C-Virus, Dengue-Virus; Menzel et al.
2012), Coronaviridae ~(MERS-CoV) wund Togaviridae (Semliki-Forest-Virus).
Dahingegen war die Replikation von Rhinovirus, Poliovirus, Influenzavirus und
Vacciniavirus in Anwesenheit von Py-2 nicht beeintrichtigt. Zusammenfassend bietet
diese Studie neue Einblicke in Coronavirus-induzierte Lipidverdnderungen des

Wirtszelllipidoms und konnte cPLA2a als einen essentiellen Wirtsfaktor fiir die
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Replikation von Coronaviren und weiterer +RNA-Viren aufzeigen. Letzteres bietet
ebenfalls einen Ausgangspunkt fiir die Entwicklung eines moglichen Breitband-

Virostatika.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

,Oh, what a tangled web we weave...”

Walter Scott, Marmion

,

1.1 Coronaviren

Coronaviren (CoV) wurden erstmals in den 1930er Jahren im Zusammenhang mit
Infektionen des Atem- und Verdauungstrakts sowie des zentralen Nervensystems bei
verschiedenen Tieren beschrieben und isoliert (1). Humanpathogene Coronaviren (HCoV)
wurden hingegen erst 1965 im Zusammenhang mit selbstlimitierenden Infektionen der
oberen Atemwege nachgewiesen und kurz darauf als Mitglieder einer neu geschaffenen
Virusfamilie definiert (2). Zu den weltweit zirkulierenden humanen Coronaviren zédhlen
HCoV-229E (3), HCoV-OC43 (4), HCoV-NL63 (5) und HCoV-HKU1 (6). Humane
Coronaviren galten lange Zeit als harmlose Erkiltungsviren, die, dhnlich wie die
Rhinoviren, relativ unkomplizierte Infektionen der oberen Atemwege hervorrufen und nur
sehr selten zu Komplikationen fithren. Dies &dnderte sich 2002/2003, als das zuvor
unbekannte Severe-acute-respiratory-syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) erstmals in
Erscheinung trat und zu einer weltweiten Epidemie fiihrte (7-9). Ausgehend von Siidchina
verbreitete es sich in kiirzester Zeit iiber nahezu alle Kontinente und infizierte 8098
Menschen, von denen 774 starben (10, 11). Fast exakt 10 Jahre spiter wurde ein neues
hochpathogenes Coronavirus auf der arabischen Halbinsel identifiziert: das Middle-East-
respiratory-syndrome-Coronavirus (MERS-CoV), welches vor allem in Kamelen
zirkuliert, jedoch auch Menschen infizieren kann. Infektionen mit MERS-CoV
verursachen in der Regel grippedhnliche Symptome (12). Schwere Verldufe sind durch
eine ausgeprigte Pneumonie, gelegentlich auch ein akutes Atemnotsyndrom (engl. acute
respiratory distress syndrome) gekennzeichnet, wobei die Letalitit 30-40 % erreichen
kann. Fiir die Therapie von Infektionen mit Coronaviren und den meisten anderen RNA-
Viren gibt es derzeit keine (spezifischen) antiviralen Therapieoptionen. Speziell fiir

MERS-CoV sind bis dato keine Impfstoffe oder Therapieoptionen etabliert.

Eine Herausforderung bei der Entwicklung von antiviralen Therapeutika besteht in der

hohen Fehlerrate der Polymerase von RNA-Viren, wodurch zahlreiche Mutationen in der
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neu synthetisierten, genomischen RNA auftreten. Die meisten dieser Mutationen
beeintrachtigen die Infektiositit und/oder Replikationseffizienz und setzen sich langfristig
nicht durch. Bei Vorliegen eines spezifischen Selektionsdrucks werden jedoch manche
dieser Mutationen (trotz eines partiellen Replikationsdefekts) ,fixiert”, weil sie einen
Replikationsvorteil unter diesen Bedingungen aufweisen. Die hohe Fehlerrate der viralen
RNA-Polymerase ist also eine wesentliche Ursache fiir die genetische Variabilitdt von
RNA-Viren, und sie (i) begiinstigt deren ausgezeichnete Anpassungsfihigkeit gegeniiber
sich dndernden Umwelteinfliissen, (ii) fordert die virale Immunevasion und (iii)
ermoglicht eine schnellere Anpassung an Wirt und Zwischenwirt. Des Weiteren erlaubt
diese genetische Variabilitit die Bildung von sogenannten Fluchtmutanten, welche
gegeniiber z.B. der internen, zelluldaren Immunantwort sowie externen, virusspezifischen
Virostatika resistent sind.

Aufgrund der genetischen Variabilitdit von Viren gibt es in den letzten Jahren
zunehmende Bestrebungen, neben den direkt (gegen Virusproteine) wirkenden
Virostatika auch Inhibitoren einzusetzen, die zelluldre (fiir die virale Replikation
essentielle) Faktoren als Angriffspunkt haben. Diese zelluldren Zielstrukturen sind
genetisch stabil und ihre Ausschaltung oder Hemmung kann vom Virus in der Regel nur
schwer kompensiert werden. Solche Wirtsfaktor-spezifischen Inhibitoren haben aufSerdem
das Potential, gegen vorhandene oder entstehende genetische Varianten eines Virus oder
eine ganze Gruppe verwandter Viren einer Gattung oder Familie wirksam zu sein. Auch
zeigen solche Inhibitoren eine verminderte Resistenzentwicklung (13). Trotz der Vorziige
solcher zelluldrer Zielmolekiile fiir die antivirale Therapie bleiben jedoch die Risiken
toxischer Nebenwirkungen zu bedenken, die durch die (zeitlich begrenzte) Hemmung
zelluldrer Funktionen bedingt sein konnen und nicht auler Acht gelassen werden diirfen.
Aktuell wird bet MERS-CoV-infizierten Patienten eine Interferon-Therapie angewendet
(14). Neben den hohen Behandlungskosten und ihrer begrenzten Wirksamkeit fiihrt diese
Therapieoption auch zu massiven Nebeneffekten, so dass bessere Therapieoptionen fiir
Infektionen mit MERS-CoV dringend erforderlich sind. In Zellkultur konnte die
Replikation von MERS-CoV unter anderem durch die Verwendung von Cyclosporin,
Chloroquin, Chlorpromazin, Loperamid und Lopinavir reduziert werden (15-17). Ob
diese Ansitze zukiinftig Anwendung in der Klinik finden, muss jedoch durch weitere

Untersuchungen gezeigt werden.
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1.1.1 Taxonomie

Die Virusfamilie Coronaviridae bildet gemeinsam mit den Familien Arteriviridae,
Roniviridae und Mesoniviridae die Ordnung der Nidovirales. Diese haben ein nicht-
segmentiertes, einzelstrangiges RNA-Genom von positiver Polaritdt und zeichnen sich
durch die Synthese eines ,,geschachtelten® Satzes (engl. nested set) von 5°- und 3’-
koterminalen subgenomischen mRNAs in den infizierten Zellen aus. Dieses besondere
Charakteristikum inspirierte auch die Namensgebung fiir die Ordnung Nidovirales (lat.
nidus = Nest) (18), wenngleich die gewihlte lateinische Ubersetzung fiir nested nicht
korrekt ist. Trotz ihrer dhnlichen Genomorganisation und Replikationsstrategie
unterscheiden sich die einzelnen Vertreter der Coronaviridae sehr deutlich hinsichtlich
threr Morphologie sowie ihrer Genomgrofen (18, 19). Die Familie der Coronaviridae
besteht nach der aktuellen Klassifikation aus den beiden Unterfamilien Coronavirinae
und Torovirinae, wobei die Unterfamilie Coronavirinae aufgrund von Sequenzanalysen
gegenwirtig in 4 Genera (a, B, y, 0) eingeteilt wird. In der folgenden Tabelle wird ein
Uberblick iiber die Ordnung der Nidovirales mit einigen beispielhaften Virusspezies (u. a.

SARS-CoV und MERS-CoV) gegeben.

Tabelle 1. Klassifizierung der Ordnung Nidovirales nach dem internationalen Komitee der Taxonomie von Viren

(ICTV).
Ordnung Nidovirales
.gs .. I . e e . ee .« e
Familie Coronaviridag- - - = = = = = = = - - = - Arteriviridae - - - -Roniviridae - - - - Mesoniviridae
I 1 1
s - & I I 1
Subfamilie Coronavirinae - ------- Torovirinae I I 1
\ 1 1 1 1
Gattung a-Coronavirus Torovirus Arterivirus Okavirus Alpha-
Virus +  Humanes Coronavirus NL63 * Equines Torovirus + Equines Arteritis-  +  Gill- mesonivirus
Humanes Coronavirus 229E Bafinivirus Virus fzc;aertes Cavally-
B-Coronavirus + White bream virus Virus

SARS-Coronavirus
+ MERS-Coronavirus

y-Coronavirus
Infektioses-Bronchitis-Virus

§-Coronavirus
Drossel-Coronavirus HKU12

1.1.2 Morphologie der Coronaviren

Die annihernd kugelformigen Virionen haben einen Durchmesser von 90-110 nm und
sind von einer Lipidhiille umgeben, in welche 3 virale Membranproteine integriert sind
(Abb. 1).

Das Spikeprotein (S-Protein, 180-220 kDa) ist als Trimer in die Virushiille eingelagert

und ragt ca. 20 nm mit seinen keulenférmigen Peplomeren aus dieser hervor (20). Dieses
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Charakteristikum erinnert im Elektronenmikroskop an das Erscheinungsbild einer Corona
(lat. corona = Kranz, Krone), dhnlich dem Strahlenkranz der Sonne, und war
namensgebend fiir diese Virusfamilie.

Das mit der weitaus hochsten Molekiil-Anzahl in die Virushiille eingebaute Protein ist das
Membranprotein M. Es durchspannt die Membran mehrfach und ist mageblich an der
Partikelbildung beteiligt (21). Zudem interagiert das M-Protein mit dem Nukleokapsid-
Protein (N) (22, 23) und verankert dieses an der viralen Hiille (24).

Das kleine, integrale Hiillprotein E scheint nicht an der Partikelbildung beteiligt zu sein
(25-27). Es wird jedoch angenommen, dass es eine Rolle in der Viruspartikelfreisetzung
spielt (28, 29).

Das Nukleokapsidprotein (N-Protein) befindet sich innerhalb der Virushiille und bildet
zusammen mit der viralen RNA das Nukleokapsid. Das N-Protein ist an der RNA-
Transkription und/oder Replikation beteiligt (30, 31).

:\:‘lu)kleokapsidprotein Membranprotein (M)

Spike-

protein &_ e

(S)

]

', Hall-

4 protein

(E)

Abbildung 1. Elektronenmikroskopische und schematische Darstellung eines Coronaviruspartikels (modifiziert
nach https://jmobraindump.files.wordpress.com/2012/09/coronavirus-structure.jpg)

1.1.3 Genomorganisation & Replikation

Mit 27-32 Kilobasen (kb) besitzen Coronaviren das grofte bekannte virale RNA-Genom.
Die RNA ist am 3’-Ende polyadenyliert und am 5’-Ende durch ein Cap-Struktur
geschiitzt (32).

Der erste Schritt im viralen Lebenszyklus ist die Bindung des S-Proteins an spezifische
Wirtszellrezeptoren. HCoV-229E verwendet als Rezeptor die Aminopeptidase N (33),
wohingegen MERS-CoV die Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) nutzt (34). Nach der

Freisetzung des viralen einzelstringigen RNA-Genoms in der Wirtszelle kann dieses
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aufgrund seiner positiven Polaritit (+RNA) und seiner 5’-terminalen Cap-Struktur
umgehend im Zytoplasma translatiert werden.

Die 5’-terminalen zwei Drittel nidoviraler Genome bestehen aus zwei groflen, sich
geringfiigig liberlappenden offenen Leserahmen (engl. open reading frame), die als
ORF1la und ORF1b bezeichnet werden. Die beiden ORFs kodieren fiir zwei Polyproteine
(ppla und pplab), wobei letzteres eine verldngerte Version von ppla darstellt und fiir
seine Synthese eine programmierte ribosomale Leserasterverschiebung (-1 frameshift)
wihrend der Translation bendtigt (35). Die Stelle, an der diese Leserasterverschiebung
stattfindet, befindet sich direkt vor dem Translationsstopp des ORF1a und fiihrt mit einer
etwa 20-30 %igen Wahrscheinlichkeit zu einem Wechsel in das (-1)-Leseraster, bevor das
ORFla-Stopp-Kodon erreicht wird. Voraussetzung fiir dieses Ereignis sind zwei RNA-
Elemente: Erstens eine kurze Sequenz (5’-UUUAAAC-3°), die auch ,,slippery sequence “
genannt wird. Diese erlaubt den in den A- und P-Positionen gebundenen tRNAs, exakt ein
Nukleotid zuriickzuwandern (in die [-1]-Position), wonach dann die Translation bis zum
Translationstopp im ORF1b fortgefiihrt werden kann. Das zweite RNA-Element umfasst
eine stabile RNA-Sekundirstruktur (z. B. RNA-Pseudoknoten), die einige Nukleotide 3’-
terminal der ,,slippery sequence“ vorhanden ist (36). Diese Besonderheiten ermoglichen
eine translationale Regulation der Expression der ORF1b-kodierten Nichtstrukturproteine,
die durch diesen Regulationsmechanismus in geringeren Mengen als die ORF1a-Produkte
translatiert werden (35, 37-39).

Voraussetzung fiir die Bildung eines aktiven viralen Replikations- und
Transkriptionskomplexes (engl. replication/transcription complex, RTC) ist die
autoproteolytische Spaltung der generierten Polyproteine ppla und pplab, wodurch diese
zu funktionellen Enzymen prozessiert werden (40, 41). Dieser Vorgang erfolgt durch
viruskodierte Proteasen, wobei man 2 Gruppen von Proteasen unterscheidet: die
Chymotrypsin-dhnliche Hauptprotease (MP® oder 3CL") sowie ein bis zwei
papainihnliche Proteasen (PL"). Die Hauptprotease wird autoproteolytisch an 2
flankierenden Spaltstellen freigesetzt und spaltet intra- und intermolekular die
Polyproteine ppla und pplab an 9 weiteren konservierten Positionen. Die beiden
papaindhnlichen Proteasen prozessieren hingegen den N-terminalen Anteil der
Polyproteine. Die proteolytische Prozessierung der beiden Polyproteine von HCoV-229E
fiihrt (neben zahlreichen Prozessierungsintermediaten) zu insgesamt 16 Endprodukten,

den sogenannten Nichtstrukturproteinen (engl. non-structural proteins, nsps).
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Die coronavirale Transkription und Genomreplikation durch den RTC ist ein komplexer
Vorgang, der zur Synthese von subgenomischen RNAs sowie zahlreichen Volllingen-
Genom-RNAs fiihrt, die entweder in neugebildete Virionen eingebaut werden oder als
mRNA fiir die Synthese weiterer RTCs genutzt werden. Die virale Genomreplikation
startet mit der Bildung einer Negativstrang-RNA-Kopie des viralen Genoms, welche
anschliefend als Matrize fiir die Produktion des Vollldingen-Genoms in positiver Polaritit
dient. Im Gegensatz zur coronaviralen Genomreplikation werden bei der viralen

Transkription mRNA-Molekiile subgenomischer Linge erzeugt (Abb. 2).
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Abbildung 2. Coronavirus-Genomorganisation und subgenomische RNAs. Schematische Darstellung des HCoV-
229E-Genoms. Abgebildet sind die ORFs und viralen sgRNAs, welche in infizierten Zellen synthetisiert werden. Die
mRNA3 wird nur in sehr geringen Mengen produziert und ist hier nicht dargestellt. Das 5°-Ende der mRNA3 liegt im
S-Gen und hat vermutlich keine biologische Relevanz. RNAs sind dargestellt in der 5‘-3‘-Richtung von links nach
rechts, wobei die leader-Sequenz am 5°-Ende jeder mRNA (schwarze Box) lokalisiert ist. TRS-Sequenzen sind als
weille Boxen dargestellt. An der Verbindung zwischen ORFla und ORF1b befindet sich das frameshift-Element,
welches zur ORF1b-Expression bendtigt wird und hier nicht eingezeichnet ist.

Diese subgenomischen RNAs (sgRNAs) enthalten einen (unterschiedlich langen) Teil der
Genomsequenz und besitzen identische 3’- und 5’-terminale Enden. Am 5°-Ende der
genomischen und aller subgenomischer RNAs befindet sich eine Sequenz von 65-98
Nukleotiden, die als leader-Sequenz bezeichnet wird. Der 5’-leader und die 3’-gelegene
body-Sequenz, die einen oder mehrere ORF(s) enthdlt, wird durch sogenannte
transkriptionsregulierende Sequenzen (TRS) miteinander verbunden. Diese TRS sind

mehrfach im Genom vorhanden. Eine TRS befindet sich 3°-terminal der leader-Sequenz,
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weshalb sie als leader-TRS bezeichnet wird. Die anderen TRS-Elemente befinden sich
5‘-terminal der verschiedenen ORFs im 3‘-terminalen Bereich des Genoms. Letztere
werden als body-TRS bezeichnet (Abb. 2).

Ein zentraler Schritt in der Synthese coronaviraler sgRNAs ist die so genannte
diskontinuierliche Extension des Minusstranges (42). Dabei wird die Negativstrang-RNA-
Synthese zunédchst am 3’-Ende der genomischen RNA (die als Matrize dient) initiiert. Im
Bereich eines der body-TRS-Elemente kommt es zur Verlangsamung oder einem Stopp
des Kopiervorgangs, wodurch dem RTC (zusammen mit dem bereits synthetisierten
Negativstrang) die Moglichkeit gegeben wird, zu dem TRS-Element 3‘-terminal der
leader-Sequenz am 5° Ende des Genoms zu translozieren. Erforderlich fiir diesen
Matrizenwechel ist hierbei eine komplementire Basenpaarung zwischen dem jeweiligen
body- und dem leader-TRS-Element. AnschlieBend wird dann die RNA-Synthese
fortgesetzt und dabei eine Kopie der 5‘-leader-Sequenz an das 3°‘-Ende des entstehenden

subgenomischen Negativstrangs angeheftet (43).
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Abbildung 3. Diskontinuierliche Extension wihrend der Negativstrangsynthese. Um den Schliisselmechanismus
der diskontinuierlichen Transkription der coronaviralen subgenomische mRNAs zu illustrieren, wurden hier nur zwei
sgRNAs dargestellt. L = leader-Sequenz; Bl, B2 = body der sgRNA 1 und 2, TRS = transkriptionsregulierende
Sequenzen, (+) = positive Polaritit; (-) = negative Polaritiit.

Die entstandene sgRNA mit negativer Polaritit dient anschlieBend als Matrize fiir die
Synthese zahlreicher sgRNA-Kopien mit positiver Polaritit, die eine 5°-Cap-Struktur
tragen, 3‘-polyadenyliert sind und als mRNAs fiir die Translation der Strukturproteine
und einiger andere Proteine, die im 3°‘-Genombereich kodiert sind, dienen. Die
Strukturproteine werden zusammen mit der genomischen RNA durch spezifische
Interaktionen und unter Nutzung von Membranen des Golgi-Komplex zu funktionellen
Viruspartikeln verpackt und aus der Zelle ausgeschleust. Eine Zusammenfassung des

coronaviralen Vermehrungszyklus kann der Abbildung 4 entnommen werden.
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Abbildung 4. Ubersicht iiber den coronaviralen Vermehrungszyklus (1) Das Coronavirus tritt durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszelle ein. (2) Nach der Freisetzung der genomischen RNA mit positiver
Polaritidt (+RNA) wird diese in zwei Polyproteine (ppla und pplab) translatiert, welche proteolytisch in 15-16 nsps
gespalten werden. (3) Die Nichtstrukturproteine bilden den RTC, welcher in sogenannten Doppelmembranvesikeln
(DMVs) verankert ist. Innerhalb der DM Vs findet die RNA-Replikation sowie die Transkription von sg mRNAs statt.
(4) Wihrend der Replikation wird zunichst eine negativstrangige Kopie (voller Linge) der Genom-RNA gebildet,
welche anschliefend als Matrize zur Synthese neuer Genom-+RNAs dient. Wihrend der Transkription wird hingegen
ein Set von 6 sgRNAs durch diskontinuierliche Transkription gebildet. Diese sgRNAs kodieren fiir die Struktur- und
akzessorischen Proteine. Wihrend dieses Prozesses werden negativstringige RNA-Molekiile synthetisiert, die
hinsichtlich ihrer Ldnge am 5°-Ende variieren, jedoch alle an ihrem 3 Ende eine Kopie der genomischen leader-
Sequenz tragen. Diese sgRNAs negativer Polaritdt werden anschliefend in + sg mRNAs umgeschrieben, die fiir die
Translation der viralen Strukturproteine benotigt werden. (5) Die Assemblierung der Strukturproteine erfolgt
anschlieBend im intermedidren Kompartiment des ER/Golgi-Komplexes (ERGIC). (6) Neu synthetisierte Virionen
werden im Anschluss iiber Exozytose freigesetzt.

1.2 Virus-induzierte replikative Organellen

Viren sind wihrend ihres gesamten Lebenszyklus nahezu komplett von der Wirtszelle
abhingig, und es gibt zahlreiche Beispiele dafiir, dass Viren im Laufe ihrer Evolution
Mechanismen zur gezielten Manipulation von Funktionen und Strukturen der Wirtszelle
entwickelt haben. Ein Beispiel hierfiir bieten unter anderem +RNA-Viren, deren RTCs
mit intrazelluldiren Kompartimenten assoziiert sind fiir deren Bildung wiederum eine
massive Membran-Reorganisation der Wirtszelle erforderlich ist (44, 45). Diese Virus-
induzierte Verdnderung der zelluliren Membranstruktur ermoglicht die Bildung von
groBBen Organell-dhnlichen Strukturen, in deren Inneren die viralen RTCs verankert sind.

Diese sogenannten replikativen Organellen (ROs) haben mehrere Vorteile fiir das Virus:




(i) zum einen erhoht sich die lokale Konzentration der fiir die virale RNA-Synthese
benodtigten viralen und zelluliren Faktoren, (ii) zum anderen erlaubt die
Kompartimentierung eine rdumliche Koordination von RNA-Synthese, Translation und
Assemblierung, und (iii) des Weiteren werden virale RTCs sowie neu gebildete RNAs vor
einer Erkennung durch Elemente des angeborenen Wirtsimmunsystems ,,versteckt®,
wodurch die Effizienz der viralen Replikation erhéht wird und Voraussetzungen fiir
persistierende Infektionsverldufe geschaffen werden konnen.

Dabei unterscheidet sich der Ursprung und die Form dieser ROs teilweise drastisch
zwischen den verschiedenen Virusfamilien der +RNA-Viren (Abb. 5 und Tabelle 2) (46).
Anhand ihrer Morphologie konnen hierbei tubuldre und vesikuldre Strukturen
voneinander unterschieden werden. Zum Beispiel induzieren Semliki-Forest-Virus,
Sindbis-Virus, Flockhouse-Virus und Rubellavirus tubuldre Spherulen oder invaginierte
Vesikel (46-50). Dahingegen bilden die Enteroviren Coxsackievirus B3 und Poliovirus
sowie einige Vertreter der Flaviviridae (West-Nil-Virus, Dengue-Virus [DENV] und
Hepatitis-C-Virus [HCV]) Doppelmembranvesikel (engl. double membrane vesicles,
DMVs) (Abb. 5A-D) (51-55). Letztere sind auch typisch fiir einige Coronaviren (56-58).
Eine Zusammenfassung der induzierten zelluliren Membranstrukturen wird in Tabelle 2

gegeben.
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Abbildung 5. Elektronenmikroskopische Darstellung von Virus-induzierten replikativen Organellen. (a)
Poliovirus-infizierte HeLa-Zellen. (b) HCV-infizierte Huh-7-Zellen. (¢) DENV-infizierte Huh-7-Zellen. (d)
SARS-CoV-infizierte Vero-Zellen. (e) Vacciniavirus-infizierte Huh-7-Zellen. (f) Semliki-Forest-Virus-infizierte
BHK-Zellen. Die VergroBerungsausschnitte im oberen, rechten Bildbereich zeigen eine detaillierte Ansicht der
induzierten Membranstrukturen. ER = Endoplasmatisches Retikulum; G = Golgi-Apparat; M = Mitochondrium;
N = Nukleus; RS = replication site (aus Miller & Krijnse-Locker, 2008 (45))




Tabelle 2. Uberblick iiber Viren, die typische Membranverinderungen hervorrufen (auf Grundlage von Miller
& Krijnse-Locker, 2008 (45) und Paul & Bartenschlager, 2013 (44)) CM = convoluted membranes, DMVs =
Doppelmembranvesikel, ER = Endoplasmatisches Retikulum, PM = Plasmamembran

Membran- Induzierte Grofie der
Familie Genom Virus Erkrankung ursprun Membran- | induzierten | Referenz
prung strukturen | Strukturen

HCoV- Respiratorische 200-300 (47, 48)
229E Erkrankung DMVs nm ’
Schweres akutes
200-350
Cl?rf)na- +RNA | SARS-CoV Atemwegs- ER (?) am 49)
viridae syndrom
Mouse DMVs, CM
hepatitis Hepatitis 200-350 (50)
. nm
virus
Arteri Equines Arteriitis,
e +RNA Arteritis- hamorrhagische ER DMVs ca. 90 nm (51)
viridae .
Virus Erkrankung
Semliki- Enzephalitis Endosom,
Forest- fzepha PM, 50 nm (52)
. (bei Nagetieren)
T Virus Lysosom
oga- ———
viridae +RNA Sm.dbls Sindbis-Fieber Endosom, Spherulen 50 nm (53)
Virus PM
Rubella- Rételn Endosom, 80-500nm | (54)
Virus Lysosom
.. Respiratorische
Rhinovirus . — N/A (55)
Pi ER, DMVs,
LS IRNA trans Golgi, | Vesikel-
viridae L lust 100-300
Poliovirus Poliomyelitis YSOSe SRS om (56, 57)
Coxsackic- verschiedene
irus systemische 150 nm (58)
v Infektionen
DENV Denguefieber ER DMVs 90 nm 59)
. Asymptomatisch
. Wi,s.tr'l\;ﬂ' sowie ER DMVs,CM | 50-150nm |  (60)
Flavi- +RNA e Enzephalitis
viridae Golgi-
-, Apparat,
HCV Hepatitis Lipid DMVs 150 nm (61)
droplets
.. Impfvirus
A8 dsDNA | YRS (pockenschutz- ER ER- N/A (62)
viridae virus . Inklusionen
impfung)

Interessanterweise induzieren auch Vacciniaviren (Familie der Poxviridae), deren Genom
aus doppelstringiger DNA besteht, spezielle intrazellulire Membrankompartimente. Im
Gegensatz zu den meisten anderen DNA-Viren, die in der Regel im Zellkern der

infizierten Zelle replizieren, erfolgt die Replikation bei Vacciniaviren in
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zytoplasmatischen Foci (63, 64). Diese sind von ER-Membranen umgeben und dhneln

daher den +RNA-Virus-induzierten ROs (62).

1.2.1 Coronavirus-induzierte replikative Organellen

Neben den strukturellen Unterschieden der von verschiedenen +RNA-Viren induzierten
ROs (Abschnitt 1.4) gibt es hdufig auch innerhalb ein- und derselben Virusfamilie ganz
erhebliche Unterschiede. Dies betrifft auch die Ordnung der Nidovirales. Hier variiert
ebenfalls das strukturelle Erscheinungsbild der ROs in einigen wesentlichen Punkten.
Coronaviren induzieren vornehmlich DMVs in den perinuklediren Regionen im
Zytoplasma der Wirtszelle (51). Der Durchmesser der nidoviralen DM Vs variiert hierbei
im Durchmesser von ca. 100 nm (z. B. Equines Arteritis-Virus, EAV) (51) bis 300 nm (z.
B. SARS-CoV) (49).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von DMVs in SARS-CoV- und EAV-infizierten
Zellen zeigten, dass es sich hierbei nicht um isolierte Vesikel handelt, sondern vielmehr
um ein untereinander verbundenes Netzwerk, welches vermutlich direkt mit dem ER
assoziiert ist (Abb. 6) (49, 65). Zudem konnte auch beobachtet werden, dass die duBlere
Membran der SARS-CoV-induzierten DMVs mit Ribosomen besetzt ist (Abb. 6C) (49).
Die zwischen den DMVs gelegenen Strukturen werden als ,,verschachtelte®, konvolute
Membranen (engl. convoluted membranes, CM) bezeichnet und werden ebenfalls als

funktionelle Bestandteile dieser ROs angesehen.




(Knoops et al.,2008)

Abbildung 6. Coronavirus-induzierte replikative Organellen. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme HCoV-
229E- infizierter Huh-7-Zellen 12 Std. p. i.. Charakteristisch sind die DMVs in der perinukledren Region, welche in
Clustern auftreten. (B) 3D-Tomographie eines Verbands aus grofien und kleineren SARS-CoV-induzierten DMVs
(duBere Membran, gelb; innere Membran, fliederfarbig), die miteinander durch konvolute Membranen (CM, orange)
verbunden sind (Knoops et al, 2008 (49)). (C) Schematische Darstellung eines SARS-CoV-induzierten retikuldren
Netzwerks. Der zeitliche Verlauf der wéhrend der Infektion entstehenden Strukturen wird von links nach rechts
dargestellt. Die duflere Membran der CM, DMVs und Vesikelpakete (VPs) sind mit Ribosomen besetzt, was auf einen
Ursprung der Membranen vom rauen ER hinweist. Innerhalb der DMVs befindet sich ein bisher nicht definiertes
,.fibroses Material®, was jedoch regelmifig als dSRNA markiert werden konnte (Knoops et al., 2008 (49)).

Hingegen induziert das Infektiose-Bronchitis-Virus (IBV), welches ebenfalls zur Familie
der Coronaviridae zdhlt und dem Genus Gammacoronavirus angehort, charakteristische
Spherulen, ,.zippered ER* und DMVs mit einem Durchmesser von 170-220 nm. IBV-
induzierte DM Vs scheinen im Gegensatz zu dem oben erwihnten SARS-CoV-induzierten
retikulovesikuldren Netzwerk nicht miteinander verbunden zu sein (66, 67). Weiterhin ist

die dulere Membran der IBV-induzierten DMVs nicht mit Ribosomen besetzt (67).
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Trotz der morphologischen Unterschiede konnten in allen nidoviralen ROs verschiedene
Untereinheiten des Replikationskomplexes nachgewiesen werden, wie beispielsweise
virale Nichtstrukturproteine sowie doppelstringige (ds) RNA-Replikationsintermediate

(47,49).

1.2.2  Zellulire Faktoren der Biogenese von replikativen Kompartimenten

von +RNA-Viren

Die Bildung der ROs resultiert aus einem prizisen Zusammenspiel von viralen und
zelluldaren Faktoren, welches sich evolutionsbedingt individuell fiir diverse Virusspezies
entwickelt hat. HCV und Mitglieder der Picornaviridae (z. B. Rhinovirus, Poliovirus)
rekrutieren zum Beispiel Phosphatidylinositol-4-kinasen III o/f (PI4KIIo/B), um
Phosphatidylinositol ~ (PI) zu Phosphatidylinositol-4-phosphat ~ (PI4P)-Lipid zu
konvertieren (68). In diesen ROs sind PI4P-Lipide angereichert, welche dort vermutlich
weitere Lipide oder zelluldre Kofaktoren rekrutieren (69). Interessanterweise bendtigen
jedoch weder West-Nil-Virus noch DENV, die neben HCV ebenfalls zur Familie der
Flaviviridae gehoren, PI4P fiir ihre Replikation (70, 71). Dies zeigt, dass sich auch
innerhalb derselben Virusfamilie die Zusammensetzung von ROs unterscheiden kann. Im
Laufe der vorliegenden Arbeit konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Kinase
PI4KIIIPB keine erkennbare Rolle bei der Replikation von MERS-CoV spielt, wihrend
dieses Enzym fiir die Replikation von Rhinoviren essentiell zu sein scheint (72).

Im Gegensatz zu PI4KIIlo/B kann die Fettsduresynthase (FASN) vermutlich als ein
genereller Wirtsfaktor von RO-bildenden +RNA-Viren angesehen werden. Grundsitzlich
wirkt sich eine Hemmung der Neogenese von Fettsduren durch die Inhibition von FASN
negativ auf die Replikation einer Vielzahl von +RNA-Viren aus. Dies konnte
beispielsweise fiir DENV (73, 74), Gelbfieber-Virus (74), West-Nil-Virus (71), HCV (75,
76), Coxsackie B3 Virus (76), Poliovirus (77) und Coronavirus (Angelini et al., nicht
publiziert) experimentell bestitigt werden. Die Daten unterstreichen die Abhéngigkeit

von +RNA-Viren von der Lipidsynthese bzw. dem Lipidstoffwechsel der Wirtszelle.




1.2.3 Virale und zellulire Faktoren der Biogenese von Coronavirus-
induzierten replikativen Organellen
Neben der FASN konnte bisher fiir Coronaviren kein weiterer essentieller zelluldrer
Faktor identifiziert werden, der fiir die Bildung von coronaviralen ROs erforderlich wire.
Hinsichtlich der beteiligten viralen Faktoren konnte gezeigt werden, dass die
nichtstrukturellen Transmembranproteine nsp3, nsp4 und nsp6 zur Bildung von SARS-
CoV- und MERS-CoV-DMVs benétigt werden (78, 79). Zudem konnte fiir SARS-CoV
gezeigt werden, dass die Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) (80) und Sec6lalpha mit
viralen RTCs kolokalisieren (81). PDI und Sec6lalpha sind normalerweise an der
Translokation und Modifikation von ER-assoziierten Proteinen beteiligt.
Morphologische Gemeinsamkeiten zwischen DMVs und Autophagosomen sowie eine
beschriebene Kolokalisation von nsp2, nsp3, nsp8 und dem Microtubule-associated-
protein-light-chain-3  (LC3)-Protein, einem Autophagosom-Marker, legten die
Vermutung nahe, dass Autophagie-Mechanismen an der Bildung von ROs beteiligt sein
konnten (82). Diese Hypothese wurde jedoch spiter in Frage gestellt, als gezeigt werden
konnte, dass coronavirale DMVs auch ohne eine Beteiligung von Autophagieprozessen
gebildet werden konnen (83). Die bisherigen Studien lassen daher noch keine definitive
Aussage zur moglichen Bedeutung der Autophagie fiir die DMV-Bildung zu.
Bisher sind keine Lipid- oder Membran-modifizierenden Kofaktoren beschrieben, die
eine essentielle Rolle in der coronaviralen DMV-Bildung spielen konnten. Ein solcher
(im Optimalfall iiber mehrere Virusfamilien hinweg konservierter) zelluldrer Faktor, der
die Bildung viraler ROs unterbindet, wiirde einen ausgezeichneten zelluldren
Angriffspunkt fiir neue antivirale Therapeutika bieten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
deswegen ein lipolytisches Enzym aus der Familie der Phospholipasen néher
charakterisiert. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob dieses Enzym, das als
essenzieller Wirtsfaktor bereits fiir zwei andere RO-bildende Viren (DENV und HCV)
aus der Familie der Flaviviridae beschrieben wurde, essenziell fiir Coronaviren und

andere +RNA-Viren ist (84).
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1.3 Phospholipasen

Phospholipasen (PL) gehoren zu einer grofen

Kopfgruppe . .. .
_— \\9 ) | und diversen Enzymgruppe mit einem breiten
O=p-~0- hosphat  bioaktiven Spektrum. Die Einteilung von PLs
H C:)‘ in vier Klassen, PLA (PLA1 und PLA2), PLB,
’)”(C')—(': — PLC und PLD, erfolgte auf der Grundlage
0=C 0=¢ " PLA2 ihrer Substratspezifitit (Abb. 7). PLA1 und

PLA?2 spalten an der sn-1 bzw. sn-2 Position
des Phosphoglyzerids, wohingegen PLB an
beiden Positionen spalten kann. PLC
katalysiert die Hydrolyse der Verbindung
zwischen Glyzerol und Phosphat, wohingegen
Abbildung 7. Darstellung der Bindungen, die in
einem  Glyzerophospholipid von den vier PLD die polare Kopfgruppe entfernt.

verschiedenen Phospholipase-Klassen hydrolysiert
werden.

1.3.1 Phospholipase A2

PLAZ2s hydrolisieren Glyzeride an der sn-2 Position, wodurch eine freie Fettsdure sowie
ein zuriickbleibendes Lysophospholipid (LPL) entsteht. Das erste (aus Kobragift isolierte)
PLA2-Enzym wurde bereits vor 100 Jahren beschrieben (85). Heutzutage ist bekannt,
dass es sich hierbei um die sezernierte PLA2-Form (sPLA2) handelt, die spdter auch in
bovinem Pankreas sowie in humaner Synovialfliissigkeit beschrieben wurde (86, 87).
Weitere Klassen von PLA2, die jedoch keine Homologien mit sSPLA?2 besitzen, sind die
Kalzium-unabhédngigen PLLA2s (iPLA2) sowie die zytosolischen PLA2s (engl. cytosolic
phospolipase 2; cPLA2). Letztere Klasse wird in 6 Gruppen eingeteilt (o bis &), die ein

gewebespezifisches Expressionsmuster aufweisen (85).

1.3.2 Zytosolische Phospholipase A2a

Die hochkonservierte, 85kDa grofe cPLA2a stellt die am besten charakterisierte Form
der PLA2 dar und kommt ubiquitir in allen humanen Geweben vor. Eine Aktivierung der
zytosolischen PLA2 bedarf eines Anstiegs des intrazelluldren Kalzium-Levels sowie einer
Phosphorylierung der cPLA2a. In-vitro-Experimente konnten zeigen, dass eine
zytosolische Ca**-Konzentration von 0,3-1 uM benétigt wird, um eine Translokalisation
der Lipase an die perinukledren Membranen der Zelle zu erreichen (88-93). cPLA2a

transloziert sowohl zu Membranen des Golgi-Apparats und des ER als auch zu




mitochondriellen und nukledren Membranen, aber auch ganz generell zur
Plasmamembran (94). Dariiber hinaus reguliert die Phosphorylierung die enzymatische
Aktivitdt dieser Lipase. Die katalytische Domiéne von cPLA20 besitzt mehrere
funktionelle Phosphorylierungsstellen an der Position Ser437, Ser454, Ser505 und Ser727
(95), wobei Ser505 die fiir die Enzymaktivierung wichtigste Phosphorylierungsstelle
darstellt (96). Die Phosphorylierungen erfolgen durch aktivierte Formen der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38 und ERK1/2 sowie JNK (95, 97-99). Die aktive
Form von cPLA2a bindet (nach der entsprechenden Translokation) an
Phosphatidylinositol (PIP) in der Plasmamembran, wodurch vermutlich eine
Konformationsidnderung eintritt, die die katalytische Doméine optimal an der
Plasmamembran ausrichtet (100). Die durch cPLA2a vermittelten Spaltungen von
Glycerophospholipiden fithren zu einer Freisetzung von (mehrfach) ungesittigten
Fettsdauren. Bei cPLA2a handelt es sich hierbei préiferenziell um Arachidonsaure. Diese
wird anschlieBend durch Cyclooxygenase 1/2 (COX1/2) und Lipoxygenase (LOX)
metabolisiert. Hierbei kommt es zur Bildung von Eicosanoiden, Thromboxanen,
Prostaglandinen und Leukotrienen, die u.a. als Entziindungsmediatoren wirken und
weswegen cPLA2a hiufig auch als Immunmodulator bezeichnet wird (101, 102). Neben
der freigesetzten Fettsdure verbleibt in der Plasmamembran ein LPL, dessen lokale
Anreicherung vermutlich zu strukturellen Veridnderungen in der Membran fiihrt (102).
Die Abbildung 8 zeigt eine schematische Ubersicht der Regulierung und enzymatischen

Aktivitat der Lipase.
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Extrazellulare ¢ Intrazellulare
Membran 4 Membran
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Abbildung 8. Regulation der cPLA2a-Aktivitit. Die zytosolische Phospholipase A2a wird durch zwei Mechanismen
reguliert. Zum einen wird zur enzymatischen Aktivitit eine Phosphorylierung durch MAPK (p38, ERK 1/2, JNK) an
der Position Ser505 benotigt. Des Weiteren wir ein Ca’*-Anstieg im Zytosol sowie eine damit einhergehende Bindung
von Ca®* an cPLA2a benétigt. Dieser Ansteig kann durch die Mobilisierung intrazellulirer Kalziumspeicher (z. B. ER)
oder durch die Aktivierung von Ca**-Kanilen in der Plasmamembran hervorgerufen werden. Nach der Ca**-Bindung
transloziert cPLA2a zu intrazelluldren Membranen. Dort hydrolysiert die Lipase Phosphoglyzeride an der sn2-Position,
wodurch ein Lysophospholipid sowie eine freie Fettsdure, welche priferenziell eine Arachidonsdure ist, entstehen. Die
generierte Arachidonsdure dient anschliefend als Substrat von COX und LOX bei der Synthese verschiedenener
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene, die als wichtige Inflammationsmediatoren gelten.

1.3.3 cPLA2a als Wirtsfaktor fiir + RNA-Infektionen

Wie oben beschrieben, wurde die Lipase cPLA2a bereits frither als wichtiger Wirtsfaktor
fir die Replikation bzw. Bildung infektioser Viruspartikel von HCV und DENV
beschrieben. Menzel et al. konnten zeigen, dass eine Inhibition von cPLA2a durch die
Verwendung des hochspezifischen Inhibitors Py-2 (eines Pyrrolidin-Derivates) zu einer
deutlichen Reduktion des Virustiters in DENV- und HCV-infizierten Zellen fiihrt (84).
Diese antivirale Wirkung konnte allerdings nicht bei Zellen beobachtet werden, die mit
dem Virus der vesikuldren Stomatitis infiziert waren. Vesikulidres Stomatitis-Virus sowie
weitere —RNA-Viren bilden keine ROs (84). Diese Untersuchungen lieen einen
Zusammenhang zwischen der cPLA2a-Aktivitdt und der Replikation von +RNA-Viren
vermuten, welcher in dieser Dissertation im Hinblick auf Coronaviren und andere +RNA-

Viren untersucht wurde.




14 Zielsetzung

Wie bereits dargestellt, konnten bisher keine essentiellen Wirtsfaktoren, die an der
Bildung Coronavirus-induzierter ROs beteiligt sind, identifiziert werden. Da jedoch eine
Beteiligung von Enzymen des Lipidstoffwechsels an der Bildung dieser Strukturen als
sehr wahrscheinlich gilt, sollte in dieser Dissertation die mogliche Bedeutung der cPLA2a
fir die Replikation von HCoV-229E untersucht werden. Hierfiir wurde der
hochspezifische Inhibitor Py-2 verwendet, welcher cPLA2a selektiv inhibiert und die
Replikation der +RNA-Viren DENV und HCV vermindert (84). Des Weiteren sollte
speziell der Lipidmetabolismus in Coronavirus-infizierten Zellen nédher untersucht
werden, um erste Hinweise auf die Beteiligung bestimmter Lipidklassen an der viralen
RO-Bildung zu erhalten.

Folgende Fragestellungen sollten hierbei adressiert werden:

e Kann die Replikation von HCoV-229E durch die Py-2-spezifische cPLA2a-
Inhibition blockiert werden?

Wenn ja:

* Ist diese Inhibition Zelltyp-abhéngig?

* Fir welchen Schritt des viralen Lebenszyklus wird die cPLA2a-Aktivitit
benotigt?

*  Welche Reaktionsprodukte der cPLA2a-Aktivitit werden fiir die Coronavirus-
Replikation benotigt?

*  Welche zellularen Membranen, in denen spezifische LPLs (als Reaktionsprodukte
der cPLA20-Aktivitdt) angereichert sind, konnten fiir die Bildung Coronavirus-
induzierter ROs von besonderer Bedeutung sein?

e Stellt cPLA2a einen generellen essentiellen Wirtsfaktor fiir RO-bildende Viren
dar?

*  Welche Lipidklassen werden im Laufe der HCoV-229E-Infektion in Huh-7-Zellen

reguliert?
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2. Material & Methoden

2.1 Allgemeine Labormethoden
2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich oder Roth mit der

hochstmoglichen Reinheit erworben und nach Anweisung des Herstellers gelagert.

2.1.2 Justierung des pH-Wertes in Losungen
Ein pH-Meter (FiveEasy, Mettler Toledo) wurde verwendet, um den pH-Wert in
Losungen zu bestimmen. Falls notig, wurde der pH-Wert mit geeigneten Basen oder

Sauren eingestellt.

2.1.3 Glas- und Plastikware

Zylinder, Kolben, Flaschen der Firma Schott wurden verwendet. Verbrauchsmaterialien
fiir die Zellkultur, einzeln verpackte Pipetten, sowie die 15- und 50-ml R6hrchen wurden
von Greiner Bio One bezogen. Die 1,5-ml, 2-ml- und 5-ml-Reaktionsgefdlle der Firma

Sarstedt wurden verwendet.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

Huh-7 Die humane Zelllinie Huh-7 wurde 1982 aus einem Leberzellkarzinom
isoliert und verfiigt iiber differenzierte Leberzellfunktionen. Huh-7 diente
als Standardzelllinie fiir die Propagierung von CoV (103, 104).

BEAS-B2 Diese humanen Epithelzellen wurde 1988 aus gesundem bronchialen
Biopsie-Gewebe etabliert und mit einem replikationskompetenten
Hybridvirus aus Adenovirus Typl2 und Simian-Virus 40 immortalisiert
(105).

MRC-5 Diese primdren Lungenfibroblasten wurden aus embryonalem
Lungengewebe isoliert und konnen mit HCoV-229E infiziert werden (106).

HeLa HeLa-Zellen sind humane Zervixkarzinomzellen und stellen die erste
etablierte humane Zelllinie dar (107). HeLa-Zellen wurden bereits in den
1950ern verwendet, um die Replikation von Vertretern der Picornaviridae

(z. B. Poliovirus und Rhinovirus) zu studieren (108).
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Vero Vero-Zellen sind Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze, die
1963 isoliert wurden. Diese Zelllinie wird ebenfalls fiir die Anzucht einer
Vielzahl von Viren (z. B. Poliovirus) verwendet (109).

BHK-21 Baby-Hamster-Nieren-Zellen wurden in dieser Arbeit zur Replikation von
Semliki-Forest-Viren verwendet (110).

MDCK-II Madin-Derby-canine-kidney-Zellen sind Nierenzellen aus dem Hund, die
zur Anzucht von Influenzaviren verwendet wurden (111).

A549 Diese humane Zelllinie wurde aus einem Adenokarzinom der Lunge
isoliert (112). Neben MDCK-II-Zellen wurde diese Zelllinie fiir Arbeiten

mit Influenzaviren verwendet.

2.2.2 Auftauen von etablierten Zelllinien

Kryo-Rohrchen mit den entsprechenden Zellen wurden aus dem fliissigen Stickstoff
genommen und die Zellsuspension bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. In der Zwischenzeit
wurde in eine 10-cm*-Zellkulturschale 10 ml Medium vorgelegt. Die Zellen wurden

anschliefend hinzu getropft und im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

2.2.3 Zellkultur und Medien

Fiir die Zellkultur von Huh-7-, HeLa-, Vero-, MRC5-, BHK-, MDCK-II-Zellen wurde
,Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium*“ (DMEM, Gibco) verwendet, welches mit 10 %
[v/v] fotalem bovinem Serum (FKS, Gibco), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin (Gibco) versetzt wurde. Fiir BEAS-B2-Zellen wurde ,,Bronchial Epithelial
Growth Medium* (BEGM, Lonza) verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO,
kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen aufgeteilt und
umgesetzt. Hierfiir wurden die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-Losung (Gibco, 1:10
verdiinnt in PBS [170 mM NaCl, pH 7.4, 3,4 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,POq4]) bei 37°C von der Kulturschale abgelost. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von FKS-haltigem Wachstumsmedium gestoppt und die Zellen durch vorsichtiges
Resuspendieren vereinzelt. AnschlieBend wurden die Zellen in der jeweils gewiinschten

Konzentration in neue Zellkulturschalen uberfiihrt.

2.2.4 Zellzahlbestimmung nach Neubauer
Die Zellzahlbestimmung wurde mit einer Zdhlkammer nach Neubauer durchgefiihrt. Die
Zellsuspension wurde im Verhiéltnis 1:2 mit 0,4 % [w/v] Trypanblau versetzt und in die

Kammer eingetropft. Die ungefirbten Zellen in 4 Groquadraten innerhalb des Rasters
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wurden ausgezidhlt und die Durchschnittszellzahl ermittelt. Da ein Grofquadrat ein

Volumen von 0,1 ul fasst, wurde die Zellzahl nach folgender Formel berechnet:
Zellen/ml = Durchschnittszellzahl pro Grof3quadrat x 10.000

2.2.5 Lagerung von Zellen in fliissigem Stickstoff

Die Zellen wurden trypsiniert und in Wachstumsmedium resuspendiert, bevor sie in ein
50-ml-Réhrchen iberfiihrt und bei 200 x g fiir 10 Min. pelletiert wurden. Das Pellet
wurde mit einem geeigneten Volumen von DMEM mit 10 % [v/v] DMSO resuspendiert,
um eine Zellkonzentration von 2-6 x 10° Zellen/ml einzustellen. Aliquots von je 1 ml
wurden in 1,8-ml-Kryoréhrchen (Nunc) iiberfiihrt und bei -80°C langsam eingefroren.

Am Folgetag wurden die Rohrchen zur Langzeitlagerung in die Gasphase eines

Fliissigstickstofftanks iiberfiihrt.

2.2.6 Enzyminhibitoren und weitere Kulturzusitze

Der zellpermeable cPLA2a-Inhibitor Py-2, ein 1,2,4-trisubstitutiertes Pyrrolidin-Derivat,
wurde von Merck Millipore (525143) erworben und in DMSO gelost
(Stammkonzentration: 2 mM). Die Details weiterer in dieser Studie verwendeter

Inhibitoren sind in Tabelle 3 wiedergegeben.

Tabelle 3. Ubersicht weiterer in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren

25

Inhibitor Hersteller Katalognummer Stammkonzentration
Cyclooxygenase
Lornoxicam " Selleckchem 52047 50 mM in DMSO
2-TEDC Lipoxygenase SantaCruz sc-203772 50 mM in DMSO
AACOCF3 cPLA2a SantaCruz sc-201412 10 mM in DMSO
SB203580 p38 Selleckchem S1077 20 mM in DMSO
U0126 MEK1/2 Selleckchem S1102 50 mM in DMSO
Arachidonsdure wurde von Sigma erworben (A3611), in DMSO gelost

(Stammkonzentration: 10 mM) und bei -20°C aufbewahrt. Alle Substanzen wurden vor
ihrer Verwendung in DMEM-Medium ohne FKS auf die gewiinschte Endkonzentration

verdiinnt.

2.2.7 Bestimmung der zytotoxischen Konzentration 50 (CCs)
Um die Viabilitit der verwendeten Zellkulturen nach Inhibitorbehandlung zu iiberpriifen,

wurde ein MTT-Assay zur Bestimmung der halbmaximalen Zytotoxizitit (zytotoxische
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Konzentration 50 %, CCsp) durchgefiihrt. Der Nachweis beruht hierbei auf einer
Reduktion des gelben und wasserloslichen Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT). Dieser wird durch mitochondrielle Reduktasen in
violettes, wasserunlosliches Formazan umgewandelt, wodurch die Glykolyserate als Maf}
der mitochondriellen Zellatmung beschrieben werden kann.

Hierzu wurden Zellen in Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen ausgesit und nach
Erreichen der Konfluenz mit einer zuvor hergestellten Verdiinnungsreihe einer
Inhibitorlosung behandelt (n = 8). Nach der gewiinschten Zeitspanne und unter
definierten Bedingungen (z. B. Temperatur), wurde die Inhibitorlosung abgenommen und
das MTT-Reagenz zugegeben. Nach ca. 30-90 Min. wurden die Zellen mit 3 % [w/v]
PFA in PBS fixiert, getrocknet und die Kristalle anschlieBend in 100 ul Isopropanol
gelost. Die Auswertung erfolgte anschlieBend am ELISA-Reader EL808 (BioTek) bei
einer Wellenldnge von 490 nm. Die erhaltenen Messwerte wurden zur Berechnung der
CCsp mittels nicht-linearer Regression verwendet, wobei die fiir den Inhibitor erhaltenen
Werte mit der unbehandelten Kontrolle verglichen wurden. Hierfiir wurde die GraphPad-

Prism-Software (Version 5.0; GraphPad) verwendet.

23 Virusinfektion

2.3.1 Biologische Sicherheit

Alle Experimente wurden entweder unter der biologischen Sicherheitsstufe 2 (BSL-2)
oder 3 (BSL-3) in den entsprechend dafiir vorgesehenen und von dem
Regierungspriasidium Gieflen gepriiften und zugelassenen Laboratorien/Anlagen

durchgefiihrt.

2.3.2 Viren

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Viren.
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Tabelle 4 Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Viren
. - Bio-
Virus Genom Familie . . Anmerkung
sicherheit
Niedrigpath h
HCoV-229E +RNA | Coronaviridae | BSL-2 fectigpatogenes Aumanes
Coronavirus
MERS-CoV .. Hochpathogenes humanes Coronavirus
+RNA | C d BSL-3 . .
(HCoV-EMC/2012) oronaviriaae mit zoonotischem Ursprung
Fiir Menschen meist symptomlos
Semliki-Forest-Virus | +RNA Togaviridae BSL-2 verlaufender Infekt, Enzephalitis bei
Nagern
Humanes Rhinovirus . . . .
Al +RNA | Picornaviridae BSL-2 Respiratorische Erkankung
Typ 1 Poliovi
Yp o VOUOVITUS |\ RNA | Picornaviridae | BSL-2 Erreger der Poliomyelitis
(Mahoney)
Vacciniavirus dsDNA Poxviridae BSL-2 Impfvirus gegen Pocken
Influenzavirus Orthomyxo-
-RNA BSL-2 E der Infl
AlGieBen/06/09 viridae rreger et nfiuenza
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2.3.3 Infektion

Um experimentell reproduzierbare Virusinfektionen unter Zellkulturbedingungen zu
gewihrleisten, wurden die Infektionen mit einer definierten Multiplizitit (engl.
multiplicity of infection, MOI) durchgefiihrt. Diese bezeichnet das Verhiltnis zwischen
der Anzahl infektioser Virionen und der Anzahl der eingesetzten (infizierbaren) Zellen.
Demzufolge entspricht eine MOI von 1 theoretisch einem infektiosen Viruspartikel pro
Zelle. Entsprechend der Zellzahl im verwendeten Kulturgefd3 wurde das fiir das
Erreichen der gewiinschten MOI erforderliche Volumen an virushaltigem Uberstand in
PBS++/BSA/P/S (1x PBS, 0,2 % [w/v] bovines Albumin (Sigma-Aldrich), 1 mM MgCl,,
0,9 mM CaCl,, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) verdiinnt und fiir 2 Std.
zum Zellrasen gegeben. AnschlieBend wurde das Inokulum abgenommen und durch

frisches Medium ersetzt.

2.3.4 Priparation von hochtitrigen Viruslosungen

Da eine Vielzahl verschiedener Virustypen verwendet wurde, bezieht sich die
Virusanzucht fiir hochtitrige Viruslosungen jeweils auf ein geeignetes Zellkultursystem
und unter definierten Bedingungen. Diese konnen der Tabelle 5 entnommen werden.
Hierbei wurde auf die Verwendung von FKS verzichtet, um spitere unerwiinschte
Nebeneffekte der FKS-Bestandteile in den hochtitrigen Viruslosungen im

Infektionsverlauf zu vermeiden.
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Tabelle 5. Ubersicht iiber verwendete Zellkultursysteme und -bedingungen fiir die Virusanzucht.

Virus Zellkultursystem | Anzuchttemperatur Medium

HCOV-229E Huh.7-Zellen 33°C DMEM mit 100 U/ml Pemclllhn & 100
pg/ml Streptomycin
MERS-CoV Huh-7-Zellen 37°C w.0. angegeben
mliki-Forest-
Semli 1HOTes BHK-Zellen 37°C w.0. angegeben
Virus
Vacciniavirus BHK-Zellen 37°C w.0. angegeben
Rhinovirus HeLa-Zellen 33°C rxz) ;Iﬁef/f:g;z
.. o w.0. angegeben
Poliovirus Vero-Zellen 37°C +40 mM MgCl,
. o w.0. angegeben
Influenzavirus MDCK-II-Zellen 37°C +02 % [wiv] BA. 1 pg/ml Trypsin

Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurden die Zellen mit einer geringen MOI
(0,001-0,0001) infiziert und bis zum Auftreten eines zytopathischen Effekts (engl.
cytopathic effect, CPE) unter den entsprechenden Bedingungen inkubiert. Anschlieend
wurde der Zellkulturiiberstand bei 200 x g fiir 5 Min. zentrifugiert, der virushaltige
Uberstand aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.3.5 Virustiterbestimmung

Je nach Virustyp gibt es eine Vielzahl von Methoden zur quantitativen Bestimmung von
Viren oder Virusbestandteilen in einer Probe. Neben einer quantitativen PCR (qPCR)
zum Nachweis viraler Genome (oder Genomequivalente) konnen auch klassische
virologische Methoden verwendet werden, die sich den Virus-induzierten CPE zunutze
machen. Beispielsweise haben die Endpunkttitration sowie der Plaque-Assay den Vorteil,
dass nur infektiose, replikationsfihige Viruspartikel nachgewiesen werden, wihrend bei
der qPCR die Anzahl virusspezifischer Nukleinsduremolekiile bestimmt wird. Es werden
hierbei also auch Nukleinsduren aus nichtinfektiosen Viruspartikeln sowie freie
(vollstindige, unvollstindige, defekte/mutierte u.a.) extrazelludre virale Nukleinsiduren
nachgwiesen. Die (RT-)qPCR lasst daher keine exakte Aussage zur tatsdchlichen Anzahl

infektions- und replikationsfahiger Viren zu.

2.3.5.1 Plaque-Assay

Der Plaque-Assay (frz. plaque fiir ,Platte, Fleck, Schild*) beschreibt ein Verfahren zur
Quantifizierung von infektidosen Viruspartikeln, die in der Wirtszelle eine lytische
Infektion auslosen konnen. Durch entsprechende Medienzusitze wird erreicht, dass

neugebildete Viren sich nur in unmittelbar benachbarte Zellen ausbreiten konnen. Hierzu
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werden die infizierten Zellen mit Medium, das ein viskoses Zuckerpolymer (z. B. Avicel
oder Methylzellulose) enthilt, iiberschichtet. Nach Einsetzen der Zelllyse konnen dann
nach dem Anfirben des Zellrasens mit einem geeigneten Farbstoff (z.B. Kristallviolett)
zellfreie Stellen als farblose Plaques beobachtet und gezédhlt werden. Dementsprechend
lasst sich jeder Plaque auf ein infektidses Virus zuriickfithren. Die Anzahl der bei einer
definierten Verdiinnungsstufe gebildeten Plaques wird auf das eingesetzte Volumen
bezogen, und der Virustiter der Losung wird in plaque forming units pro Milliliter

(pfu/ml) angegeben.

Diese Methode wurde fiir die Virustiterbestimmung von CoV, Rhinovirus, Poliovirus,
Semliki-Forest-Virus und Vacciniavirus verwendet. Dafiir wurden die entsprechenden
Zelllinien (Tab. 5) in Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen ausgesit und bis zum
Erreichen der Konfluenz bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde eine logarithmische
Verdiinnungsreihe (10'-10°) der virushaltigen Probe in PBS++/BSA/P/S angelegt und
jeweils 1 ml pro Vertiefung hinzugegeben. Die Inokulation erfolgte bei 37°C (MERS-
CoV, Semliki-Forest-Virus, Vacciniavirus, Poliovirus) und 33°C (HCoV-229E,
Rhinovirus) fiir 1 Std.. AnschlieBend wurde das Inokulum verworfen und die Zellen mit
Titrationsmedium (1x MEM, 1,25 % [v/v] Avicel, 10 % [v/v] FKS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin) iiberschichtet. Fiir humanes Rhinovirus und Poliovirus wurde
zusitzlich 40 mM MgCl, hinzugefiigt. Die infizierten Zellen wurden fiir 3 Tage (33°C
Rhinovirus/ 37°C MERS-CoV, Poliovirus, Semliki-Forest-Virus) oder 4 Tage (33°C
HCoV-229E/ 37°C Vacciniavirus) inkubiert. AnschlieBend wurde das Zuckerpolymer-
haltige Medium abgenommen, der Zellrasen mehrfach mit 1x PBS gewaschen, mit 3,4 %
[w/v] PFA in PBS fiir 30 Min. fixiert und mit 0,15 % [w/v] iger Kristallviolettlésung (in
20% [v/v] Ethanol) gefirbt.

2.3.5.2 ,,Focus-forming assay*‘

Das Prinzip des focus-forming assay (FFA) entspricht im Wesentlichen dem des Plaque-
Assays. Hierbei werden Zellen ebenfalls nach der Inokulation mit Virusverdiinnungen mit
einem Zuckerpolymer iiberschichtet. Allerdings wird der Zellrasen hierbei bereits nach 1-
1 Y2 Tagen fixiert. Zum Nachweis der virusinfizierten Zellinseln (Focus) wird ein
immunhistochemischer Nachweis eines viralen Proteins durchgefiihrt. Diese Methode hat

den Vorteil, dass auch nichtzytolytische Viren zuverlissig quantifiziert werden konnen. In
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dieser Arbeit wurde der FFA verwendet, um Influenzavirus- und Coronavirus-Titer auf
MDCK-II- und Huh-7-Zellen zu bestimmen.

Hierfiir wurden Zellen in eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen ausgesit. Die ca. 90 %
konfluenten Zellen wurden mit einer seriellen logarithmischen Virusverdiinnung (107"-
10®) in PBS++/BSA/P/S fiir 1 Std. bei 33°C (HCoV-229E) oder 37°C (Influenzavirus)
inkubiert. AnschlieBend wurde das Inokulum verworfen und in jede Vertiefung 100 ul
des viskosen Titrationsmediums gegeben (fiir HCoV-229E: 1x [v/v] MEM, 1,25 % [v/V]
Avicel, 10 % [v/v] FKS; fiir Influenzavirus: 1x [v/v] MEM, 1,25 % [v/v] Avicel, 100
pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 1 % [v/v] bovines Serumalbumin [BSA,
Sigma], 0,3 % [v/v] NaHCO3, 0,01 % [v/v] DEAE-Dextran, 1 pg/ml Trypsin). Nach 24-
36 Std. bei 33°C (HCoV-229E) bzw. 37°C (Influenzavirus) wurden die Platten 3x mit
PBS gewaschen und mit Fixierlosung (3,4 % [v/v] PFA, 0,3 % [v/v] Triton-X-100 in
PBS) behandelt. Anschlieend wurde eine Immunfiarbung durchgefiihrt. Zum Nachweis
von HCoV-229E-infizierten Zellen wurde ein monoklonaler Maus-anti-HCoV-229E
Nukleokapsidprotein-Antikorper (M.30.HCo.B1E8, Ingenasa) und zum Nachweis von
Influenza-A-Virus-infizierten Zellen ein polyklonales Kaninchenserum gegen das
Nukleokapsidprotein (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von S. Ludwig, Miinster)
verwendet. Der monoklonale Antikérper und das Antiserum wurden jeweils 1:100 in 3 %
[w/v] BSA in PBS verdiinnt und fiir mindestens 1 Std. inkubiert. Anschlieend wurden
die Platten gewaschen, mit Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP)-
konjugiertem Ziege-anti-Maus-Sekundirantikorper (sc-2005, Santa Cruz) fiir 1 Std.
inkubiert und erneut gewaschen. Die Farbung erfolgte durch Zugabe von 40 ul/Vertiefung
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole)-Firbelosung. AEC wird von der Peroxidase in einen
unloslichen, roten Farbstoff umgesetzt, welcher die infizierten Zellen farbt und so ein
Auszidhlen der Foci ermoglicht. Die Anzahl der bei einer definierten Verdiinnungsstufe
gebildeten Foci wird auf das eingesetzte Volumen bezogen. Der Virustiter der Losung

wird in focus forming units pro Milliliter (ffu/ml) angegeben.

2.3.6 Antivirale Testung

Virus-infizierte Zellen wurden mit verschiedenen nichttoxischen Konzentrationen
(Abschnitt 2.2.7) einer Substanz behandelt, sodass eine mogliche antivirale Wirkung
analysiert werden konnte. Nach einer definierten Zeitspanne wurden die Virustiter der

neu gebildeten Viren im Uberstand bestimmt.
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Dafiir wurden, entsprechend des zu testenden Virus, korrespondierende Zellen in

Zellkulturplatten mit 48 Vertiefungen ausgesit:

HCoV-229E MRCS5-, Huh-7-, BEAS-B2-Zellen
MERS-CoV Huh-7-, Vero-Zellen
Vacciniavirus Huh-7-Zellen

Influenzavirus A549-Zellen

Semliki-Forest-Virus BHK-Zellen

Poliovirus Vero-Zellen

Rhinovirus HeLa-Zellen

Nach Erreichen einer 100 %igen Konfluenz wurden die Zellen mit einer zuvor definierten
MOI infiziert und nach einer zweistiindigen Inokulation der Inhibitor zugegeben. Nach
einer festgelegten Zeitspanne wurden die Uberstinde abgenommen und die Virustiter

mittels Plaque-Assay (Abschnitt 2.3.5.1) oder FFA (Abschnitt 2.3.5.2) bestimmt.

2.3.7 Bestimmung der effektiven Konzentration 50 (ECs)

Die Konzentration bzw. Dosis, bei der ein halbmaximaler Effekt einer bestimmten
Wirkung beobachtet werden kann, wird als effektive Konzentration 50 (ECsg) bezeichnet.
In dieser Arbeit ist die Definition von ECsy diejenige Konzentration, bei der die
Virusreplikation (definiert als Virustiter im Uberstand) um 50 % verringert war. Ahnlich
wie bei der Bestimmung des CCsp-Wertes kann die mittlere Effektivdosis nicht direkt
gemessen werden, sondern muss anhand einer Dosis-Wirkungs-Kurve abgeleitet werden.
Dazu wurden die erhaltenen Virustiter fiir die einzelnen Inhibitorkonzentrationen ins
prozentuale Verhiltnis zum Virustiter der unbehandelten Kontrolle gesetzt und anhand
einer nicht-linearen Regression ausgewertet. Hierfiir wurde die GraphPad-Prism-Software

(Version 5.0; GraphPad) verwendet.

24 Proteinanalyse

2.4.1 Proteinisolation aus Virus-infizierten Zellen

Zur Detektion viraler und zelluldrer Proteine wurde eine Proteinisolation durchgefiihrt.
Hierfiir wurden Huh-7-Zellen in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesit und nach
Erreichen einer 100 %igen Konfluenz mit HCoV-229E (MOI = 3) in PBS++/BA/P/S fiir

2 Std. bei 33°C inokuliert bzw. uninfiziert belassen. Nach einmaligem Waschen mit 1x
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PBS wurden die Zellen mit 1 ml DMEM, welches 20, 10, 5 uM Py2 oder eine
entsprechende Menge DMSO enthielt, iiberschichtet. Nach 10 Std. wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml
1x PBS abgekratzt, in ein 1,5-ml-Reaktionsgefdf iiberfiihrt und bei 12.000 x g fiir 1 Min.
bei 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 100 ul NP-40-Proteinlysepuffer (150 mM NaCl, 50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 % [v/v] NP40, 1x Protease-Inhibitor [Roche]) resuspendiert. Die
Lysereaktion wurde 30 Min. unter mehrfachem Vortexen auf Eis inkubiert und
anschliefend fiir 30 Min. bei 4°C und 12.000 x g zentrifugiert. Der 16sliche Uberstand
wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefdf} iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

2.4.1 Einstellung der Proteinkonzentrationen mittels Bradford-Test

Zur Herstellung von Proteinlysaten mit identischen Gesamtproteinkonzentrationen
wurden die Proteinkonzentrationen mit dem Bradford-Test bestimmt. Dazu wurden 80 ul
H,0 mit 20 pl Bradford-Losung (Roti-Quant, Roth) und 5 ul des Lysats gemischt und in
eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen {iiberfiihrt. Die Adsorption wurde bei einer
Wellenldnge von 595 nm im ELISA-Reader EL808 (BioTek) gemessen. Die erhaltenen
Werte wurden verwendet, um die Proteinkonzentration zwischen den Proben

anzugleichen.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) ermoglicht eine Auftrennung von Proteinen auf Grund ihres
Molekulargewichts. Durch die Verwendung von SDS liegen alle Proteine in denaturierter
Form vor und sind negativ geladen. Die Auftrennung wird durch die Porengrofe des Gels
beeinflusst, welche sich zusammensetzt aus der Gesamtmenge an Acrylamid und Bis-
Acrylamid (%T) sowie dem Verhiltnis zwischen Bis-Acrylamid und Acrylamid (%C).

Die zwei Determinanten (%T und %C) wurden wie folgt berechnet:

g(Acrylamid + Bis — Acrylamid)
= *

100 ml 100

%T

und

Bis — Acrylamid
g( y ) 100

%C = - , — *
g(Acrylamid + Bis — Acrylamid)
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Die verwendeten Trenngele mit der erforderlichen Acrylamid-Konzentration (%T und
9%C) wurden in 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% [w/v] SDS angesetzt. Die Polymerisation
wurde durch die Zugabe von 0,5 % [w/v] APS und 0,5 % [v/v] TEMED gestartet, die
Gelmischung zwischen zwei Glasplatten pipettiert und mit Isopropanol iiberschichtet.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das Isopropanol entfernt und das
Sammelgel hinzugegeben. Dieses bestand aus 5 %T und 3,2 %C in 0,156 M Tris-HCI, pH
6,8, 0,1 % [w/v] SDS, wobei die Polymerisation durch die Zugabe von 0,05 % [w/v] APS
und 0,05 % [v/v] TEMED initiiert wurde. Zusétzlich wurde luftblasenfrei ein Gelkamm
eingesetzt, welcher vor dem Beladen der Proben entfernt wurde. Durch eine
Préainkubation der Proben mit 4x Limmli-Puffer (8 % [w/v] SDS, 40 % [v/v] Glycerin,
400 mM DTT, 0,008 % [w/v] Bromophenolblau, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8) bei 95°C fiir
5 Min. wurden die Proteine denaturiert und Disulfid-Briicken reduziert. Zur Bestimmung
des Proteinmolekulargewichts wurde ein Proteingrolenstandard (PageRuler Prestained
Protein  Ladder, Thermo scientific) verwendet. Die Gele wurden in eine
Elektrophoreseapperatur eingespannt und die Kammern mit 1x SDS-Tris-Glyzin
Laufpuffer (25 mM Tris, 0,192 M Glyzin, 0,1 % [w/v] SDS) gefiillt. Der Gellauf erfolgte

bei einer konstanten Stromstirke von 35 mA.

2.4.3 Semi-dry-Westernblot

Als Westernblot bezeichnet man den spezifischen Nachweis von Proteinen nach
Ubertragung auf eine Trigermembran. Die Proteine wurden zuvor mittels SDS-PAGE
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Abschnitt 2.4.2). Beim Westernblot werden
mit Hilfe eines elektrischen Feldes Proteine vom Gel auf eine Membran (z. B.
Nitrozellulose) iibertragen. Die Proteine auf der Membran sind nun zugénglich fiir
nachfolgende Nachweisreaktionen. Hierfiir wurden die einzelnen Bestandteile der semi-
dry-Blotapparatur (V20-SDB, SCIE-PLAS) gemil der Angaben des Herstellers
zusammengesetzt. Hierbei wurden zuvor das Gel, die Whatman-Papiere (3MM Chr
Filterpapier, GE Healthcare) und die Nitrozellulosemembran (Amersham Protran 0,45
uM NC, GE Healthcare) in Transferpuffer (0,5 mM EDTA, 39 mM Glyzin, 45 mM Tris,
20 % [v/v] Methanol [MeOH]) eingelegt. AnschlieBend erfolgte die Ubertragung der
Proteine fir 1 Std. bei einer Spannung von 2,5 mA/cm’. Mdgliche unspezifische
Bindungen von Antikdrpern wurden durch Pridinkubation der Membran mit 3 % [w/V]
BSA in 1x PBS verringert. Zum Nachweis der viralen Proteine und der Ladekontrolle

wurde die Membran mit monoklonalem Maus-anti-Nukleokapsidprotein-Antikorper
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(1:1000, M.30.HCo.B1E7, Ingenasa), polyklonalem Kaninchen-anti-nsp8-Serum (1:500)
oder einem monoklonalen Kaninchen/Maus-anti-B-Aktin-Antikorper (1:10.000, ab8227,
ab8226, Abcam) verdiinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am Folgetag wurde die Membran 3x mit 0,05 % [v/v] Tween 20 in 1x PBS (T-PBS)
gewaschen und anschlieBend mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikorper (IRDye 800 Ziege anti-Kaninchen IgG oder IRDye 680 Ziege anti-
Maus IgG [LI-COR]), 1:50.000 verdiinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS, fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) markiert. Nicht gebundene Antikorper wurden durch dreimaliges
Waschen mit 1x PBS mit 0,1 % [v/v] Tween-20 entfernt. Die Fluoreszenz-markierten
Proteine wurden mit einem Odyssey Infrared Imager (Model 9120, LI-COR)

nachgewiesen.

2.5 RNA-Analyse
2.5.1 RNA-Lagerung

RNA-haltige Losungen wurden bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.5.2 RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Fiir die Analyse der viralen Replikation in Gegenwart des Inhibitors Py-2 wurden Huh-7-
Zellen fiir 2 Std. mit HCoV-229E (MOI = 3) inokuliert und anschliefend mit 20, 10 oder
5 uM Py-2 fiir 10 Std. behandelt. Als Vergleich dienten infizierte, unbehandelte Huh-7-
Zellen. Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde der Zellmonolayer einmal mit PBS
gewaschen, bevor 1 ml Trizol (Invitrogen) pro cm® Oberfliche des ZellkulturgefiBies
hinzugegeben wurde. Die Zellen wurden durch Resuspendieren im Trizol-Reagenz
lysiert, und das homogenisierte Lysat wurde in ein 1,5-ml-Reaktionsgefif3 iiberfiihrt.
Nach 5 Min. Inkubation bei RT wurde 0,2 ml Chlorofom (CHCI3) pro ml Trizol
hinzugegeben, das Gemisch mehrfach invertiert und anschlieBend bei 12.000 x g fiir 12
Min. bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde die obere, wéssrige Phase in ein neues
1,5-ml-Reaktionsgefal} tiberfiihrt und 0,5 ml Isopropanol pro ml Trizol hinzugegeben. Die
Probe wurde erneut mehrfach invertiert, fiir 10 Min. bei RT inkubiert und anschlielend
bei 12.000 x g fiir 10 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das erhaltene RNA-Pellet wurde mit 1
ml 70 % Ethanol pro ml (des zur Lyse eingesetzten Trizols) gewaschen, intensiv gemischt

und erneut bei 7.500 x g fiir 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet,
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in RNase-freiem Wasser aufgenommen und gegebenenfalls zur Verbesserung der

Loslichkeit bei 60°C fiir 15 Min. inkubiert.

2.5.3 Spektrometrische Quantifizierung von RNA

Die RNA-Konzentration in Losungen wurde durch Absorptionsmessung bei einer
Wellenldnge von 260 und 280 nm im BioPhotometer (Eppendorf) ermittelt. Hierfiir
wurden UV-Mikrokiivetten (UVette, Eppendorf) verwendet. Ein OD,5/OD;s0-Quotient
von 1,8-2 wurde fiir eine ausreichend gereinigte (proteinfreie) RNA erwartet. Die

Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

RNA — Konzentration (in pg/ml) = 0D260 x Verdiunnungsfaktor x 40 pg/ml

2.5.4 Northern-Hybridisation

2.5.4.1 Northern Blot

5 ug der isolierten Gesamt-RNA wurden durch Zugabe eines 3-fachen Volumens an
Denaturierungspuffer (1,3x MOPS, pH 7,0, 20 % [v/v] filtriertes Formaldehyd, 66,6 %
[v/v] Formamid) denaturiert und fiir 15 Min. bei 60°C erhitzt. Anschlieend wurde RNA-
Ladepuffer (50 % [v/v] Glyzerol, ImM EDTA, 0,4 % [w/v] Bromophenolblau, 0,4 %
[w/v] Xylenzyanol) zu den Proben gegeben und auf einem denaturierenden Agarosegel (1
% [wlv] Agarose, 6 % [v/v] Formaldehyd, 1x MOPS) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte
bei 19 V fiir 16 Std. in 1x MOPS-Laufpuffer (0,02 M MOPS, 0,005 M Natriumazetat,
0,001 M EDTA). Um die Entstehung eines pH-Gradienten wihrend des Gellaufes zu
verhindern, wurde eine peristaltische Pumpe verwendet, die den Laufpuffer kontinuierlich
von Anode zu Kathode zirkulierte. Nach der Elektrophorese erfolgten jeweils 30-miniitige
Waschschritte in (1) 0,05 M NaOH, (2) 0,1 M Tris-HCI (pH 7,5) und (3) in 10x SSC. Die
im Gel aufgetrennte RNA wurde anschlieend in einem Vakuum-Blot-Verfahren auf eine
positiv geladene Nylonmembran (BrightStarPlus, Ambion) transferiert. Hierfiir wurde
die Nylonmembran zuerst in 10x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Tris-Natriumcitrat-Dihydrat)
equilibriert und auf die zuvor mit Wasser befeuchtete Transferplatte gelegt. Anschliefend
wurde eine Gummimaske dariiber gelegt, so dass die Ecken der Maske die Membran um
ca. 5 mm tiiberlappten. AnschlieBend wurde das Agarosegel, welches ebenfalls die Maske

etwas iberlappte, auf die Membran gelegt. Die Vakuumkammer wurde mit 10x SSC
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befiillt, bis das Gel vollstindig bedeckt war. AnschlieBend wurde unterhalb der Membran
ein kontinuierlicher Unterdruck von 0,2 bar fiir 2 Std. angelegt.

Anschlieend wurde die RNA bei 120 m] stabil mit der Membran vernetzt (UV
Crosslinker BLX-E254m, Vilber Lourmat). Um mogliche unspezifische Bindungen der
radioaktiv markierten Sonde zu reduzieren, wurde die Membran zunichst fiir 1 Std. bei
68°C mit Hybridisierungspuffer (5x SSC, 5x Denhardts Losung [0,1 % [w/v] Ficoll, 0,1
% [w/v] Polyvinylpyrrolidon, 0,1 % [w/v] BSA), 1 % [w/v] SDS, 100 pg/ml Lachssperma
DNA [Invitrogen]) abgesittigt.

2.5.4.2 Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde fiir die Northern-
Hybridisierung

Die benoétigte Matrize zur Herstellung einer HCoV-229E-spezifischen Sonde wurde durch
eine PCR-Amplifikation der Nukleotide 26.875 bis 27.277 des HCoV-229E-Genoms
mittels einer geeigneten cDNA-Matrize unter Verwendung der Primer Oli180 und
TNI24,3K dn hergestellt (113). Das DNA-Produkt wurde mit dem QiaQuick PCR
Aufreinigungskit (Qiagen) aufgereinigt und die DNA-Konzentration mittels
Biophotometer (Eppendorf) bestimmt. Die Konzentration wurde mit folgender Formel

bestimmt:

Konzentration DNA (in pg/ml) = 0D260 x Verdinnungsfaktor x 50 pg/ml

Fiir die Markierungsreaktion wurde das Random Primer DNA-Labeling Kit Ver. 2
(TaKaRa) verwendet. Hierfiir wurden 40 ng DNA mit 2 pul Markierungsprimer sowie
sterilem, destillierten H>O auf ein Endvolumen von 14 pl gebracht und das Gemisch fiir 3
Min. auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurde das Gemisch fiir 5 Min. auf Eis
heruntergekiihlt und 2,5 pl 10x Puffer, 2,5 ul dNTP-Mix, 5 ul [a-"*P]-dCTP (3000
Ci/mmol, 10 mCi/ml, Hartmann Analytik) und 1 pl Klenow-Fragment hinzugegeben. Die
Reaktion wurde anschlieBend fiir 30 Min. bei 37°C inkubiert. Die Denaturierung der
Sonde erfolgt durch Erhitzen auf 95°C fiir 3 Min.. Anschlieend wurde die Reaktion auf
Eis heruntergekiihlt.

2.5.4.3 Hybridisierung und Auswertung der Membran

Die Membran wurde iiber Nacht bei 65°C im Hybridisierungspuffer, der die radioaktiv
markierte Sonde enthielt (Abschnitt 2.5.4.2), geschwenkt. AnschlieBend wurde die
Membran 3x mit 50 ml 2x SSC mit 0,1 % [w/v] SDS bei RT gewaschen, anschlieend
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dann noch 3x fiir 30 Min bei 65°C mit 50 ml 0,2x SSC mit 0,1 % [w/v] SDS. Danach
wurde die Membran auf Whatman-Papier getrocknet, in Frischhaltefolie eingewickelt und
spezifische  Hybridisierungsprodukte = wurden  mittels  Autoradiographie  im

Phosphorimager Typhoon 9200 (Amersham) nachgewiesen.

2.6 Lipidanalyse

Bei Lipidom-Analysen (engl. lipidomics) werden alle Lipide, die in einer Zelle oder
Organismus vorkommen, bestimmt und, soweit das moglich ist, neben dem quantitativen
Nachweis aller Lipidklassen auch deren Funktionen sowie Protein-Lipid-Interaktionen im
biologischen, physiologischen und physikalischen Kontext betrachtet. In dieser Arbeit
wurden speziell infektionsbedingte Lipidverdnderungen in HCoV-229E infizierten Huh-

7-Zellen untersucht.

2.6.1 UV-Inaktivierung von HCoV-229E

Ein UV-inaktiviertes (replikationsinkompetentes) HCoV-229E wurde erzeugt, um
mogliche Lipidveridnderungen, die durch den Eintrittsprozess des Virus hervorgerufen
werden von solchen zu unterschieden, die durch die nachfolgenden Schritte des
Repikationszyklus (RNA-Replikation, Proteinsynthese, Partikelbildung, Ausschleusung
usw.) ausgelost werden konnten. Das UV-inaktivierte Virus kann zwar endozytotisch
aufgenommen werden, ist jedoch nicht mehr in der Lage, seine RNA zu replizieren.
Hierfiir wurde eine Virus-haltige Losung fiir 3 Std. unter einer UV-Lampe (15W/G18 T8,
Philipps) platziert. Der Erfolg der Inaktivierung (d. h. die Reduktion der Infektiositét der
UV-behandelten Viruslosung) wurde anschlieBend mit Hilfe eines Plaque-Assay bestitigt.

2.6.2 Infektion

Huh-7-Zellen wurden in Lipid-freiem X-Vivo 15 Medium (Sartorius) in Zellkulturplatten
mit 6 Vertiefungen ausgesit. Nach Erreichen der Konfluenz wurden diese entweder mit
infektiosem HCoV-229E (MOI = 3) oder mit dem gleichen Volumen des UV-
inaktivierten HCoV-229E inokuliert. Als weitere Kontrolle dienten uninfizierte Zellen.
Nach 2 Std. wurde das Inokulum verworfen und frisches X-Vivo-15-Medium mit 20 uM
Py-2 (oder einer entsprechenden Menge DMSO) zu den infizierten Zellen gegeben.
Zellen, die mit UV-inaktiviertem Virus behandelt wurden oder unbehandelt belassen
wurden, wurden mit frischem X-Vivo-15-Medium iiberschichtet. Nach weiteren 10 Std.

wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit 1x PBS gewaschen und in 1,5 ml
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PBS abgekratzt. Fiir eine spitere Normalisierung der Lipidwerte wurde die Zellzahl der
einzelnen Ansitze mit dem Scepter 2.0 Cell Counter (Millipore) vor der Pelletierung
bestimmt. Die Zellpellets wurden anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren und

bei -180°C verwahrt.

2.6.3 Lipidisolierung

Die Lipidisolierung und -analyse wurde am Forschungszentrum Borstel unter Anleitung
von Dr. Dominik Schwudke durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proben (Abschnitt 2.6.2)
auf Trockeneis iberfiihrt. Die Lipidisolierung und Weiterverarbeitung erfolgte unter
Verwendung von Glaspasteurpipetten. Diese wurden dreimal mit H,O, anschlieBend je
nach spiterer Verwendung 3x mit MeOH, CHCl; oder Methyl-tert-Butylether (MTBE,
Sigma) gespiilt und unter Stickstoff getrocknet. Ebenso wurde mit den einzusetzenden
Glasgeriten (z. B. Becherglidsern, Zylinder) verfahren. Mengen unter 100 ul wurden mit
Mikro-Pipetten (Art-Tips, Thermo Fisher) pipettiert. Fiir die Lipidisolierung wurden die
trockenen Zellpellets (siehe Abschnitt 2.6.2) in 100 ul LC-MS-H,O (Sigma)
aufgenommen, gevortext und aliquotiert. Jeweils 50 ul wurden anschlieBend zur
Lipidextraktion mit MTBE verwendet (114). Hierfiir wurden zuerst 5 ul pro Probe eines
internen Lipidstandards (SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard, Avanti Polar Lipids)
hinzugegeben. Die Isolierung wurde anschlieBend mit der Zugabe von 250 ul MeOH mit
3% (v/v) Essigsdure (HAc) begonnen. Alle Proben wurden im Anschluss gevortext und
jeweils 1 ml MTBE hinzugegeben, erneut gevortext und fiir 1 Std. bei RT und 600 rpm
geschiittelt. AnschlieBend wurden 250 pul LC-MS H,O (Sigma) hinzugegeben und die
Proben erneut gevortext, bevor diese fiir 2 Min. bei 16.000 rpm zentrifugiert wurden. Die
obere, organische Phase wurde abgenommen und in einer SpeedVac (Savant
SPD131DD4, Thermo Fisher) getrocknet. Die getrockneten Pellets wurden anschlieBend
in 100 pl Lagerungslosung (63,5 % [v/v] CHCIs, 31,8 % [v/v] MeOH, 4,7 % [v/v] LC-

MS H,O) aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.6.4 Lipidanalyse

Zur Vorbereitung auf die Lipidanalyse wurden die Proben im Verhiltnis 1:50 in MS-Mix
(CHCl3 + MeOH + 0,1 % NH4-Ac/2-Propanol, 1:2:4) aufgenommen. Fiir die Erstellung
von Lipidprofilen wurden 20 ul der zuvor verdiinnten, isolierten Lipidextrakte in eine
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Thermo Fisher) pipettiert und im Q-Exactive-
Hybrid-Quadrupol-Orbitrap-Massenspektrometer (Thermo Fisher) analysiert. Die

erhaltenen Lipidmengen wurden anschlieBend anhand der zuvor bestimmten Zellzahl pro
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Pellet normalisiert und im Verhiltnis zum verwendeten internen Lipidstandard berechnet.

Die statistische Analyse erfolgte wie in Abschnitt 2.8 beschrieben.

2.7 Bildgebende Verfahren

2.7.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ermoglicht den spezifischen Nachweis von Proteinen und/oder
zelluldren Strukturen in fixierten Zellen. In dieser Arbeit diente sie dem spezifischen
Nachweis viraler DMVs. Des Weiteren konnten anhand von Kolokalisationsstudien
Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von spezifischen zelluldren Proteinen und
Lipiden an diesen Strukturen gewonnen werden.

Hierfiir wurden Zellen in eine Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen, auf deren Boden sich
sterile Deckgldschen befanden, ausgesit. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen und mit HCoV-229E in PBS++/BSA/P/S (MOI =
3) fiir 2 Std. bei 33°C inokuliert. AnschlieBend wurde frisches DMEM mit 20 uM Py-2
oder eine entsprechende Menge Losungsmittel (DMSO) zu den Zellen gegeben. Die
Zellen wurden 12 Std. p. i. mit 1x PBS gewaschen und mit eiskaltem MeOH fiir 20 Min.
bei -20°C fixiert. Danach wurden die Zellen erneut mit 1x PBS gewaschen und bis zur
Immunfirbung bei 4°C autbewahrt. Zum Nachweis von DMVs wurde der monoklonale
dsRNA-spezifische Antikorper (J2 Maus anti-dsRNA IgG2a, Scicon) und das bereits im
Abschnitt 2.4.3 erwihnte polyklonale Kaninchenserum gegen HCoV-229E-nsp8
verwendet. Zum Nachweis von zelluldiren Organellen wurden die in Tabelle 6

aufgefiihrten Antikorper verwendet:

Tabelle 6. Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper zur Detektion von zelluliren Organellen

Nachzuweisendes Verwendeter Antikorper Hersteller Referenz
Organell
Lysosom Kaninchen anti-LAMP1 Cell Signaling (#9091) (115)
ERGIC Maus anti-ERGIC 53 Santa Cruz (sc-271517) (116)
Golgi-Apparat Kaninchen anti-RCAS1 Cell signaling (#2290) (117)
ER Kaninchen anti-ERp72 Cell signaling (#5033) (118)

Alle Antikorper wurden 1:100 in 3 % [w/v] BSA in PBS verdiinnt und fiir 1 Std. bei 37°C
auf die Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Deckgldschen dreimal mit 1x PBS
gewaschen und mit den Sekundérantikorpern Alexa Fluor 594 Ziege-anti-Maus-IgG und

Alexa Fluor 488 F(ab’), Fragment Ziege-anti-Kaninchen-IgG (1:500 in 3% [w/v] BSA in
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PBS, Invitrogen) behandelt. Die Kernfiarbung erfolgte durch eine 5-miniitige Inkubation
bei RT mit DAPI (Sigma). Final wurde erneut mit Ix PBS gewaschen und die
Deckglischen mit FEinbettmedium (Prolong Gold, Invitrogen) auf Objekttriger

aufgezogen.

2.7.2 Herstellung und Verwendung von Liposomen zum Nachweis der
Spaltung von Phosphatidylcholin

Um die subzelluldre Lokalisation von LPLs, die durch die cPLA2a-Ativitdt produziert
werden, zu untersuchen, wurde das kommerziell erhiltliche PC-A2 (Red/Green BODIPY
PC-A2 (1-O-(6-BODIPY 558/568-Aminohexyl)-2-BODIPY FL C5-Sn-Glyzero-3-
Phosphocholin, A10072, Invitrogen) verwendet. Dieses Glyzerophosphocholin besitzt an
der snl-Position des Glyzerins eine Ether-Bindung, so dass PLA1 dieses Substrat nicht
spalten kann. Am Ende der Fettsdurekette befindet sich ein ,roter’ BODIPY 558/568
Farbstoff. An der sn2-Position befindet sich eine Ester-Bindung, die es PLA2 erlaubt, hier
zu spalten. Am Ende der Fettsdure, welche an der sn2-Position sitzt, befindet sich ein
,griner BODIPY-FL-Farbstoff. Befinden sich beide Fluorochrome innerhalb der
Forsterdistanz, iiberlappt das Emissionsspektrum von Bidopy FL mit dem
Absorptionsspektrum von BODIPY 558/568, wodurch ein FRET (Forster/Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer)-Phianomen entsteht. Dies ist der Fall, wenn PC-A2
ungespalten vorliegt. Durch diese sogenannte sensitized Emission wird BODIPY 558/568
angeregt und emittiert im roten Wellenldngenbereich. Hingegen ist die Emission von
BODIPY FL unterdriickt (gequencht) und kaum nachweisbar. Wird jedoch das
Phosphoglyzerid durch die Phospholipase A2 gespalten, wird das FRET-Phidnomen
aufgehoben, und bei einer Anregung mit Licht einer Wellenlidnge von 480 nm emittiert
BODIPY FL Licht im griinen Wellenldngenbereich, wohingegen BODIPY 558/568 keine
Emission zeigen wiirde. Allerdings kann unabhédngig davon BODIPY 558/568 als Teil
des gespaltenen Lysophospholipids, mit einer Wellenldnge von 558 nm angeregt werden.
Auf diese Weise konnen sowohl freie Fettsduren, als auch LPL und ungespaltene PC

mikroskopisch nachgewiesen werden.
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BODIPY 558/568

| snl Kopfgruppe
CH2CH2'C_NH(CH2)6'—9(':H2 p g pp
sn

H3C F /F (CH2)4_C_O(I:H .
N OSNE O CH0—P—OCH,CH;N(CHy);
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Abbildung 9. Strukturformel des verwendeten PC-A2-Lipids. In blau dargestellt ist die Cholin-Kopfgruppe des
Lipids. In gelb dargestellt ist das Glyzerin-Riickgrat des Lipids. An der sn1-Position befindet sich eine Ether-Bindung,
die PLAl-inert ist und kein Abspalten der Fettsdure mit dem BODIPY 558/568 (rot) ermdglicht. An der sn2-Position
befindet sich eine Ester-Bindung, die von PLA2 gespalten werden kann. Eine Abspaltung der Fettsdure sowie des damit
assoziierten BODIPY FL (griin) ist somit moglich.

Um PC-A2 in die Plasmamembran der gewiinschten Zellen zu integrieren, wurden PC-
A2-haltige Liposomen hergestellt. Dazu wurden 30 ul 10 mM DOPC und 30 pl 10 mM
DOPG (in Ethanol, Avanti Polar Lipids) mit 30 ul 1 mM PC-A2 (in DMSO) gemischt
(DOPC/DOPG/PC-A2-Gemisch). Gleichzeitig wurden 1 ml Probenpuffer (50 mM Tris-
HCI, pH 8,9, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl,) in einem Becherglas mit einem Riihrfisch auf
einem Magnetriihrer platziert. AnschlieBend wurde tropfenweise das DOPC/DOPG/PC-
A2-Gemisch in den Fliissigkeits-Vortex pipettiert. Jeweils 150 upl der entstandenen
Liposomen-haltigen Losung wurde zu den zuvor mit 1x PBS gewaschenen Zellen
gegeben und diese fiir 15 Min. bei 10°C inkubiert. Bei dieser Temperatur ist eine
endozytotische Aufnahme minimiert, wodurch die Liposomen in eine ruhende
Plasmamembran integrieren konnen. AnschlieBend wurde das Liposomengemisch
entfernt und die Zellen mit HCoV-229E oder Poliovirus infiziert (MOI = 3) oder
unbehandelt belassen. 12 Std. p. i. wurden die Zellen mit 2 % [v/v] PFA in 1x PBS fiir 10
Min. fixiert und mit 0,1 % [v/v] Saponin permeabilisiert. Diese milde Fixierungsmethode
ermoglicht eine relativ gute Konservierung der Lipide trotz der Verwendung eines
Detergenz. AnschlieBend wurde (wie bereits in 2.7.1 erldutert) eine Immunfiarbung gegen

dsRNA durchgefiihrt.
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2.7.3 Konfokale Laser-scanning-Mikroskopie

Alle Proben wurden am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop SP05 (Leica) analysiert.
Die Besonderheit eines Konfokalmikroskops besteht darin, dass Licht auBlerhalb der
Schirfeebene durch eine Lochblende (engl. pinhole) blockiert wird und so die Auflosung
verbessert wird. Hierbei wurden die Laser 405 Diode, Argon, DPSS 561, HeNe594 und
HeNe633 verwendet. Mikroskopiert wurde mit einem 63x Ol-Objektiv, wobei jeweils aus
2 Scans ein Durchschnittsbild erstellt wurde. Die Lochblendentffnung betrug hierbei 1

airy unit (AU), welche das beste Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis gewihrleistet.

2.7.4 Orthogonale Schnittdarstellung

Bei dieser Technik scannt der Laser des Mikroskops die Ebenen entlang der Z-Achse. Die
Schichtdicke zwischen zwei Ebenen betrigt hierbei 0,21 pm. Die entstandenen
Ebenenbilder werden anschlieBend im Rechner zusammengesetzt, so dass eine
Seitenaufsicht auf die Zelle moglich ist. Fernerhin ermoglicht diese Technik eine
dreidimensionale Darstellung des gewiinschten Ausschnitts. Die in dieser Arbeit

dargestellten 3D-Modelle wurden mit der Imaris-Software (Bitplane) erstellt.

2.7.5 Kolokalisationsrate

Die Kolokalisationsrate von dsSRNA-Signalen mit Organellmarkern oder gespaltenem PC-
A2 wurde anhand der Pearson-Korrelation ermittelt. Die Korrelationsrate nach Pearson ist
ein dimensionsloses Mal} fiir die Stirke eines linearen Zusammenhangs zwischen zwei
quantitativen GroBen (hier Fluoreszenzen). Ergibt sich ein Wert von 1 entspricht dies
einer 100% Kolokalisation der Fluoreszenzen. Zur Ermittlung der Korrelation wurden die
Bilder mit dem Programm Imaris 8.4 (Bitplane) unter der Verwendung der
automatisierten Schwellenwerteinstellung (engl. automatical threshold settings)

ausgewertet (119-121).

2.7.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie nutzt im Gegensatz zur Lichtmikrokopie einen Strahl aus
hochenergetischen Elektronen, die durch magnetische Blenden und Linsen fokussiert
werden, um Strukturen abzubilden. Dies ermoglicht eine deutlich hohere Auflosung (ca. 1
nm) als in der konventionellen Lichtmikroskopie (ca. 200 nm).

Zur elektronenmikroskopischen Analyse von Zellen wurden diese auf ACLAR-Folie
(10501-10, Plano) ausgesit und nach 24 Std. mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert oder

unbehandelt belassen. Nach 2 Std. Absorption wurde das Inokulum entfernt und frisches
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FKS-freies DMEM-Medium mit Py-2 (20 uM) oder einer entsprechenden Menge
Losungsmittel (DMSO) fiir die angegebenen Zeitriume hinzugefiigt. Anschliefend
wurden die Proben mit Fixierlosung (4 % [v/v] PFA, 0,1 % [v/v] Glutaraldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer) behandelt. Die Proben wurden 3x mit PBS fiir 10 Min. gewaschen und
anschlieBend mit 1 % [w/v] Osmiumteroxid in PBS fiir 105 Min. bei RT behandelt. Zur
Kontrastierung wurde nach erneutem Waschen (3x PBS fiir 10 Min., 2x H,O fiir 5 Min.)
tiber Nacht 1 % [v/v] Uranylazetat in PBS hinzugegeben. Am Folgetag wurden die
Proben 2x mit PBS fiir jeweils 10 Min. auf Eis gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Alkoholreihe zum Entwidssern des Probenmaterials auf FEis. Hierbei wurde in
aufsteigender Konzentration und jeweils fiir 15 Min. Ethanol zu den Proben gegeben
(30/50/70/80/90/96/100 %). Im Anschluss wurden die Proben in aliphatisches Epoxidharz
(Epon) eingebettet. Hierbei wurde zuerst ein Ethanol/Epongemisch (2:1 [v/v]
Ethanol:Epon) fiir 4 Std. bei 4°C hinzugegeben. Darauf erfolgte die Zugabe eines
weiteren Epongemisches (1:1 [v/v] Ethanol:Epon) iiber Nacht bei 4°C. Am Folgetag
wurde fiir 3,5 Std. ein weiteres Epongemisch (1:2 [v/v] Ethanol:Epon) hinzugegeben,
worauf anschlieend die Proben mit reinem Epon fiir 2 Std. bei RT inkubiert wurden. Die
Aushirtung der ACLA-Folie-Stiicke in Epon erfolgte bei 60°C fiir 24 Std. Anschlieend
wurden die Eponklotzchen mit Hilfe eines Mikrotoms (Reichert/Leica Ultracut S) in ca.
50-70 um dicke Schnitte geschnitten, welche auf Raster-Grids {iibertragen wurden.
Danach wurden die Proben im Zeiss EM912AB unter 200KV analysiert und mittels

1TEM-Software weiter bearbeitet.

2.8 Statistik

Die Daten wurden mit Excel 2007 (Microsoft) und GraphPad Prism Version 5.0
(GraphPad) ausgewertet. Die Ergebnisse von 3 bis 8 unabhéngigen Experimenten wurden
mittels des D’Agostino und Pearson Omnibustests auf Normalverteilung iiberpriift. Bei
normalverteilten Daten wurde die Signifikanz anhand von beidseitigen, ungepaarten ¢-
Tests analysiert, wobei Unterschiede als signifikant angesehen wurden, wenn p<0,05 war.

Fiir nicht-normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Inhibition der zytosolischen Phospholipase A2a beeintriachtigt
die Replikation von HCoV-229E

Studien der letzten Jahre lassen vermuten, dass Enzyme des Lipidstoffwechsels im
Replikationszyklus einer Vielzahl von +RNA-Viren eine wichtige Rolle spielen konnten.
So konnte bereits demonstriert werden, dass die Replikation und insbesondere die
Bildung infektioser Viruspartikel von HCV und DENV von der Aktivitit der cPLA2a
abhingig sind. Die Fragestellung, ob cPLA2a auch fir HCoV-229E und andere
Coronaviren oder sogar fiir andere RNA-Virus-Familien einen essentiellen Kofaktor
darstellt, sollte in dieser Arbeit adressiert werden. Der hier sowie in der Arbeit von
Menzel et al. (84) verwendete niedermolekulare Inhibitor Py-2 bindet mit hoher
Selektivitdt im aktiven Zentrum des lipolytischen Enzyms cPLA2a (122). Durch eine Py-
2-spezifische Inhibition kann somit eine mogliche Rolle von cPLA2a in der viralen
Replikation untersucht werden.

Zuerst wurde jedoch die Zytotoxizitdt des Inhibitors auf Huh-7-Zellen, eine fiir HCoV-
229E und zahlreiche andere Viren verwendete Zelllinie, bestimmt. Diese Zelllinie wurde
fir den GroBteil der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente benutzt. Die
Bestimmung der Zytotoxizitdt eines Inhibitors erlaubt Riickschliisse, ob ein Inhibitor
spezifisch die Virusreplikation hemmt oder aber allgemein toxische Nebenwirkungen hat,
die zentrale zelluldre Funktionen beeintrichtigen oder gar zum Absterben der Wirtszelle
fiihren, wodurch die Virusreplikation indirekt gehemmt wiirde.

Fir Py-2 konnte bei einem Behandlungszeitraum der Zellen von 12 Std. keine
Zytotoxizitit bis zu einer Konzentration von 40 uM festgestellt werden (Abb. 10A). Es
wurden deswegen Py-2-Konzentrationen bis zu einem Maximum von 20 uM fiir die
folgenden Experimente verwendet.

AnschlieBend wurde das antivirale Potenzial des Inhibitors in HCoV-229E-infizierten
Huh-7-Zellen untersucht. Hierbei wurden Py-2-Konzentrationen von 20, 10 oder 5 uM
eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten infizierte Zellen, die mit der
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt wurden. Wie aus Abb. 10B ersichtlich, konnte
eine Titerreduktion festgestellt werden, wenn die infizierten Zellen mit niedrigen
Konzentrationen von Py-2 behandelt wurden, wihrend bei einer Konzentration von 20

uM eine deutliche und statistisch signifikante Titerreduktion nachweisbar war.
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Abbildung 10. Bestimmung der Zellviabilitit und des antiviralen Potenzials von Py-2 in Huh-7-Zellen. (A) Nach
einer Behandlung von Huh-7-Zellen fiir 12 Std. mit den angegebenen Konzentrationen von Py-2 wurden mogliche
zytotoxische Wirkungen des Inhibitors mittels MTT-Assay bestimmt. Aus den erhaltenen Messwerten (n = 8) fiir
behandelte und unbehandelte Zellen wurde ein Quotient gebildet, der hier in einer Prozentdarstellung gezeigt wird. (B)
Huh-7-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) fiir 2 Std. inokuliert. Anschliefend wurde das Inokulum entfernt und
Py-2-haltiges Medium in den angegebenen Konzentrationen fiir weitere 10 Std. hinzugegeben. Die Virustiter wurden
12 Std p. i. mittels FFA bestimmt. Unterschiede gegeniiber der unbehandelten infizierten Positivkontrolle (hellgrauer
Balken) wurden aus drei unabhidngigen Experimenten berechnet und statistisch ausgewertet (** P<0,005).

3.2 Inhibition von cPLA2a ist nicht Zelltyp-spezifisch
Um ausschliefen zu konnen, dass der in 3.1 gezeigte antivirale Effekt Zelltyp-spezifisch
ist, wurden weitere Zelltypen untersucht. Hierbei wurden speziell Zellen verwendet, die

den natiirlichen Wirtszellen fiir CoV im humanen Organismus dhneln. Zu diesem Zweck

wurden zundchst BEAS-B2-Zellen verwendet (Abb. 11A).
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Abbildung 11. Bestimmung des antiviralen Potenzials von Py-2 in humanen Zellen des Respirationstrakts.
BEAS-B2- (A) und MRC-5-(B) Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. 2 Std p. i., wurde das Inokulum
mit frischem Medium ohne FKS ersetzt, das die angegebenen Py-2-Konzentrationen enthielt. Als Positivkontrolle
wurden infizierte Zellen verwendet, die mit einer entsprechenden Menge Losungsmittel (DMSO) ohne Inhibitor
behandelt wurden. Virustiter wurden 12 Std. p. i. mittels Plaque-Assay bestimmt. Titerunterschiede gegeniiber der
unbehandelten infizierten Kontrolle (hellgrauer Balken) aus drei unabhingigen Experimenten wurden in die
statistische Auswertung einbezogen (* P<0,05).

ERGEBNISSE

46



ERGEBNISSE

47

Diese Bronchialzellen sind keine Tumorzelllinie per se, sondern wurden mittels eines
Polyomavirus (Simian-Virus 40) immortalisiert. Des Weiteren wurden primédre humane
MRC5-Zellen (humane embryonale Lungenfibroblasten) analysiert (Abb. 11B).

In beiden Zelltypen konnte eine dhnlich ausgeprigte antivirale Wirkung von Py-2 im
nicht-toxischen Bereich 12 Std. p. i. beobachtet werden. Eine signifikante Titerreduktion

war auch hier bei einer Py-2-Konzentration von 20 uM zu beobachten.

3.3 Charakterisierung des molekularen Wirkmechanismus von Py-2

auf den viralen Replikationszyklus

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine cPLA2a-Inhibition zu einer
Virustiterreduktion in den drei getesteten Zelltypen fiihrt (Abschnitt 3.1 und 3.2), wurde
die Bedeutung der Lipase als Wirtsfaktor im viralen Replikationszyklus niher
charakterisiert.

Wie bei den meisten anderen im Zytoplasma replizierenden RNA-Viren, besteht der
coronavirale Lebenszyklus im Wesentlichen aus folgenden Schritten: (i) Rezeptorbindung
und Aufnahme des Viruspartikels, (ii) Freisetzung des Nukleokapsids bzw. des RNA-
Genoms (iii) Replikation und Transkription des viralen Genoms, (iv) Translation viraler
mRNAs, (v) Assemblierung neuer Virionen und (vi) Austritt aus der Wirtszelle. Mittels
unterschiedlicher Verfahren konnen einzelne Schritte des Replikationszyklus analysiert
werden. Fir die in dieser Arbeit beschriecbenen Experimente wurde ein
Untersuchungszeitpunkt von 12 Std. p. i. gewihlt, da zu diesem Zeitpunkt bereits eine
effiziente Virusreplikation stattfindet, wihrend der zytopathische Effekt der
Virusreplikation auf die Wirtszelle noch relativ gering ist. Gleichzeitig wurde eine MOI

von 3 gewihlt, um sicherzustellen, dass alle Zellen der Kultur infiziert waren.

3.3.1 Py-2 blockiert die virale Proteinakkumulation

Zunichst wurde die Synthese und Akkumulation viraler Proteine in Anwesenheit des
Inhibitors Py-2 in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen untersucht. Hierfiir wurden
verschiedene, nicht-toxische Py-2-Konzentrationen (20 uM, 10 uM und 5 uM) oder eine
der maximal eingesetzten Py-2-Konzentration entsprechende Menge Losungsmittel
(DMSO) nach der zweistiindigen Virus-Inokulation zugegeben. Zelllysate wurden 12 Std.
p. 1. hergestellt und mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieBender Westernblot-
Analyse ndher untersucht. Die Produktion von viralen Strukturproteinen und

Nichtstrukturproteinen wurde durch spezifische Antikorper gegen N sowie nsp8




untersucht. Als Ladekontrolle wurde ein Antkorper gegen B-Aktin eingesetzt. Wie aus
Abbildung 12A ersichtlich, konnte in Abhéngigkeit von der verwendeten Py-2-
Konzentration eine verminderte Akkumulation viraler Proteine bei gleichbleibendem B-
Aktin-Gehalt beobachtet werden. Ubereinstimmend mit der Titerreduktion (Abschnitt
3.1) zeigte eine Behandlung mit 20 uM den stirksten Effekt. Auferdem wurde eine
Immunfluoreszenzanalyse zum Vergleich der N-Protein-Synthese in unbehandelten und
Py-2-behandelten HCoV-229E-infizierten Zellen durchgefiihrt. Wie aus Abb. 12B
ersichtlich, zeigte sich im Einklang mit der Westernblot-Analyse eine Reduktion des
Signals fiir das virale N-Protein bei Zugabe von 20 uM Py-2. Unbehandelte infizierte
Zellen zeigten hingegen eine deutliche N-Fiarbung nahezu aller Zellen. Letzteres beweist
auch, dass die verwendete MOI von 3 ffu/Zelle ausreichend war, um alle Zellen der

Kultur zu infizieren.
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Abbildung 12. Virale Proteinakkumulation bei Inhibition der cPLA2a-Aktivitéit in infizierten Huh-7-Zellen.
Huh7-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert (oder uninfiziert belassen) und nach zweistiindiger
Inokulation mit den angegebenen Py-2-Konzentrationen fiir weitere 10 Std. behandelt. Virale Proteine wurden
entweder mittels Westernblot (A) oder Immunfluoreszenz-Test (B) nachgewiesen. (A) Huh-7-Zelllysate wurden 12
Std. p. i. mittels SDS-Gelelektrophorese in einem 12 % SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf
eine Nitrozellulose-Membran wurde das virale Nukleokapsidprotein (N) mit einem monoklonalen Maus-anti-
Nukleokapsidprotein-Antikorper und das virale Nichtstrukturprotein 8 (nsp8) mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-
nsp8-Serum nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente B-Aktin, das mit einem monoklonalen Antikorper nachgewiesen
wurde. Der Nachweis der gebildeten Immunkomplexe erfolgte durch die Verwendung von fluoreszenzgekoppelten
Sekundédrantikdrpern im Li-Cor-Odyssey-Scanner. (B) Nach Inkubation der permeabilisierten Huh-7-Zellen mit einem
monoklonalen Maus-anti-Nukleokapsidprotein-Antikorper, wurde die Expression des viralen Proteins mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikorper  (Alexa-Fluor-594-gekoppelter ~ Ziege-anti-Maus-IgG-Antikorper)
visualisiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt (blau).




3.3.2 Inhibition der cPLA2a-Aktivitiit reduziert die virale RNA-Synthese

Die verminderte Akkumulation viraler Proteine in HCoV-229E-infizierten Zellen
(Abschnitt 3.3.1) konnte aus einer verringerten viralen RNA-Synthese resultieren.
Anderenfalls konnte jedoch auch eine beeintrichtigte Proteinbiosynthese in Py-2-
behandelten Zellen der Grund sein. Um diese Fragestellung ndher zu untersuchen, wurde
der Effekt von Py-2 auf die virale RNA-Synthese untersucht. Dazu wurden infizierte
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen Py-2 behandelt (5, 10, 20 uM). In der
Negativkontrolle (ohne Py-2) wurde die fiir die Herstellung der hochsten Py-
Konzentration verwendete DMSO-Menge eingesetzt, um mogliche Effekte des
verwendeten Losungsmittels auf die virale RNA-Synthese auszuschlieBen. 12 Std. p. i.
wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. Als weitere Kontrolle fiir die
nachfolgende Northern-Hybridisierung dienten uninfizierte Zellen. Jeweils 5 ug der
isolierten RNA wurden in einem denaturierenden Agarose-Gel aufgetrennt und die
verschiedenen viralen RNA-Spezies mittels Northernblot und einer HCoV-229E-
spezifischen, radioaktiv markierten Sonde hybridisiert (Abschnitt 2.5). Die in Abb. 13
gezeigte Autoradiographie zeigt, dass die Akkumulation der genomischen und
subgenomischen RNA(s) in Py-2-behandelten Zellen in konzentrationsabhidngiger Weise
reduziert war. Diese RNA-Daten bieten eine iiberzeugende Erklidrung fiir die weiter oben
beschriebene verminderte Akkumulation viraler Proteine in Anwesenheit des cPLA2a-
Inhibitors und schlieen einen alleinigen inhibitorischen Effekt dieser Substanz auf die

Translation viraler RNAs weitgehend aus.
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Abbildung 13. Virale RNA-Synthese in Huh-7-Zellen in Gegenwart eines cPLA2qa-Inhibitors. Huh-7-Zellen
wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) fiir 2 Std. inokuliert. Als Negativkontrolle dienten uninfizierte Zellen (mock).
AnschlieBend wurden die angegebenen Konzentrationen Py-2 oder (als Kontrolle) die entsprechende Menge
Losungsmittel (DMSO) ohne Inhibitor (O uM) zu den infizierten Zellen gegeben. 12 Std. p. i. wurde die Gesamt-RNA
isoliert, in einem 1 % [w/v] Agarose-Formaldehyd-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die
Genom-RNA und die subgenomischen RNA-Spezies wurden unter Verwendung einer [“P]-markierten DNA-Sonde
nachgewiesen, die spezifisch war fiir die Nukleotide 26.875 bis 27.277 des coronaviralen Genoms. Die gezeigte
Autoradiographie ist représentativ fiir insgesamt drei durchgefiihrte Experimente. Die Positionen der sgRNAs 2, 4, 5, 6
und 7 sowie die Genom-RNA (= RNA 1) sind auf der rechten Seite gekennzeichnet.




3.3.3 Py-2 beeinflusst einen friihen Schritt des viralen Lebenszyklus, jedoch
nicht den Viruseintritt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die virale RNA- und Proteinakkumulation in
Zellen mit verminderter cPLA2a0-Aktivitdt deutlich reduziert war (Abschnitt 3.3.1, 3.3.2),
wurde untersucht, ob (und in welchem Umfang) der Zeitpunkt der Zugabe des Inhibitors
die beobachteten Effekte auf die virale RNA- und Proteinakkumulation beeinflusst. Zu
diesem Zweck wurde ein ,,Time-of-addition “-Experiment durchgefiihrt.

Hierbei wurde Py-2-haltiges Medium (20 uM) fiir 2 Stunden bzw. 4 Stunden und zu exakt
definierten Zeitpunkten nach Infektionsbeginn auf die HCoV-229E-infizierten Huh-7-
Zellen gegeben. Um die im Verlauf des gesamten Infektionszeitraums freigesetzten
Virionen in die Analyse einbeziehen zu konnen, wurden alle im Verlauf des Experiments
abgenommenen Zellkulturiiberstinde gesammelt und mit dem Zellkulturiiberstand, der
am Ende des Experiments (12 Std. p. i.) gewonnen wurde, vereinigt. Mit diesem Pool
wurden dann Virustitrationen durchgefiihrt, um die Gesamtzahl der bei den verschiedenen
Py-2-Verdiinnungsstufen freigesetzten infektiosen Virionen zu bestimmen. Es zeigte sich,
dass der cPLA2a-Inhibitor keinen erkennbaren Effekt auf die Virusreplikation hat, wenn
er wihrend der Virusadsorption (Zeitraum 0-2 Std. p. i.) zugegeben wurde (Abb. 14).
Befand sich der Inhibitor im Zeitraum 2-6 Std. p. i. im Zellkulturmedium, zeigte sich eine
deutliche (um ca. 2 Log-Stufen), statistisch signifikante Reduktion des Virustiters im
Zellkulturiiberstand zum Analysezeitpunkt (12 Std. p. i.). Wurde hingegen der Inhibitor
zu spiteren Zeitpunkten hinzugegeben (4-8, 6-10, 8-12 Std. p. i.), waren die beobachteten
inhibitorischen Effekte mit zunehmender Zeit nach Infektionsbeginn weniger stark
ausgepriagt. Diese Daten lassen darauf schlieBen, dass die cPLA2a-Aktivitit keine
Bedeutung fiir die rezeptorvermittelte Aufnahme von HCoV-229E in die Zelle hat,
wihrend sie im Zeitraum von 2-6 Std. p. i. eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Die
Daten zeigen auch, dass die Bedeutung der cPLA2a-Aktivitit fiir die Virusreproduktion
mit zunehmender Infektionsdauer abnimmt, was auf eine spezifische Funktion der

cPLA20-Aktivitit in einem frithen Schritt des coronaviralen Replikationszyklus deutet.
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Abbildung 14. Virustiter bei zeitabhiingiger Gabe von Py-2. Huh-7-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3)
infiziert. In den angegebenen Zeitrdaumen wurde die infizierten Zellen in Medium mit 20uM Py-2 kultiviert.
AnschlieBend wurde das Py-2-haltige Medium mit frischem Medium ersetzt. Am Ende des Experiments (12 Std. p. i.)
wurden die aus den jeweiligen Versuchsansidtzen gesammelten Uberstinde vereinigt, und die Virustiter in diesen
gepoolten Zellkulturiiberstinden wurden mittels FFA bestimmt. Unterschiede zwischen Py-2-behandelten (weifle
Balken) und unbehandelten (grauer Balken) HCoV-229E-infizierten Zellen aus drei unabhingigen Experimenten
wurden in die statistische Auswertung einbezogen (* P <0,05).

3.3.4 cPLA2a beeintrichtigt die Bildung viraler Replikations-/
Transkriptionskomplexe
Da die Inhibition von cPLA2a keinen Einfluss auf den Viruseintritt, jedoch auf einen
nachfolgenden, frithen Schritt des Replikationszyklus hatte, der zu einer gestdrten RNA-
Synthese fiihrte, wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob der Inhibitor
Auswirkungen auf die Bildung viraler RTCs hat. Wie bereits ausgefiihrt, handelt es sich
bei den coronaviralen RTCs um Multiproteinkomplexe, die aus zahlreichen viralen und
zelluldren Proteinen bestehen, und —unter Einbeziehung dreier Nichtstrukturproteine mit
Transmembrandominen— fest in die Virus-induzierten Membranstrukturen der ROs
integriert sind (Abschnitt 1.1.3). Wesentlicher Bestandteil der von Coronaviren
induzierten ROs sind DMVs, deren Bildung in einer frithen Phase der Infektion (ab ca. 2
Std. p. i.) erfolgt (Anhang Abb. 34).
Zur Visualisierung coronaviraler RTCs wurde eine Immunfluoreszenzanalyse von HCoV-
229E-infizierten Huh-7-Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden nsp8-spezifische Antikorper
(als Marker fiir RTCs) verwendet sowie Antikorper gegen dsRNA, einem
Reaktionsintermediat der viralen RNA-Synthese (47). In unbehandelten, infizierten
Zellen zeigte sich deutlich das CoV-typische, perinukledre, punktformige Muster der
intrazellularen RTC-Verteilung (47). Im Einklang mit der Literatur kolokalisierte das
Signal fiir nsp8 und dsRNA in infizierten Zellen 12 Std. p. i. (Abb. 15A) (47).




ERGEBNISSE

Demgegeniiber reduzierte sich das Fluoreszenzsignal, wenn die infizierten Zellen mit Py-
2 (20 uM) behandelt wurden. Ein direkter Vergleich der 3D-Rekonstruktionen des
dsRNA-Signals von infizierten, unbehandelten Zellen (Abb. 15B) mit infizierten,
behandelten Zellen (Abb. 15C) illustriert die deutliche Verringerung von Anzahl und
Grofle der gebildeten RTCs. Dies weist auf eine Beeintriachtigung der RTC-Bildung hin,
wenn cPLA2a blockiert wird.
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Abbildung 15. Immunfluoreszenzanalyse moglicher Effekte der cPLA2a-Inhibition auf die Bildung Virus-
induzierter RTCs in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. (A) Huh-7-Zellen wurden auf sterile Deckgldschen
ausgesit und mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Nach zweistiindiger Inokulation wurde das Virusinokulum entfernt
und mit frischem Medium mit 20 pM Py-2 oder einer entsprechenden Menge DMSO ersetzt. 12 Std. p. i. wurden die
Zellen mit kalten Methanol fixiert und zum Nachweis der RTCs mit Maus-anti-dsRNA-Antikorper (rotes Signal) und
polyklonalem Kaninchen-anti-nsp8-Serum (griines Signal) sowie geeigneten Sekunddrantikdrpern (Alexa-Fluor-488
F(ab‘)2-Fragment Ziege-anti-Kaninchen IgG und Alexa-Fluor-594-Ziege-anti-Maus 1gG) gefidrbt. Der Nukleus wurde
mit DAPI angefirbt (blau). Die AusschnittsvergroBerung der in weill dargestellten Rahmen befindet sich in der
darauffolgenden Zeile. Als Negativkontrolle dienten uninfizierte Zellen. (B) 3D-Rekonstruktionen der Signale einer
HCoV-229E-infizierten Zelle (C) und einer HCoV-229E-infizierten sowie Py-2-behandelten (20 uM) Zelle (rot=

dsRNA, blau= Nukleus). Die Darstellung ist reprisentativ fiir zahlreiche untersuchte Zellen aus drei unabhéngigen
Experimenten.




3.3.5 Eine Hemmung der cPLA2a-Aktivitit blockiert die Bildung von
Doppelmembranvesikeln
Da virale RTCs an viralen ROs verankert sind, wurde die Bildung von coronaviralen
DMVs im Zuge der Infektion und in Abhingigkeit von cPLA2a nédher untersucht. Hierfiir
wurde eine elektronenmikroskopische Studie in Kooperation mit der Imaging Unit des
Biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberg der JLU Giessen und unter Anleitung
von Dr. Martin Hardt durchgefiihrt.
In der perinukledren Region von HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen konnten zum
Zeitpunkt 12 Std. p. i. DMVs von ca. 200-300 nm Gré8e visualisiert werden (Abbildung
16A). Diese traten in Clustern von ca. 10-25 DMVs auf und zeigten die charakteristische,
namensgebende Doppelmembran (Ausschnittsvergroerung in Abb. 16B). Im Gegensatz
hierzu konnten keine DMVs im Zytoplasma von uninfizierten Zellen detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).
In Kontrast zu infizierten Zellen wurde in Py-2-behandelten, infizierten Zellen nur eine
geringe Zahl von DMVs beobachtet (Abb. 16C). Diese traten auch nicht in lokalen
Anhédufungen von ca. 10-25 DMVs auf, sondern waren lediglich als vereinzelte DMVs

sichtbar (Ausschnittsvergroerung Abb.16D).
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Abbildung 16. Elektronenmikroskopische Untersuchung Virus-induzierter DMVs in HCoV-229E-infizierten
Zellen, die mit einem cPLA2a-Inhibitor behandelt wurden. Huh-7-Zellen wurden auf ACLAR-Folie ausgesit und
mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Nach zweistiindiger Inkubation wurde fiir die angegebenen Zeitrdume Py-2-
haltiges (20 uM) Medium ohne FKS oder eine korrespondierende Menge Losungsmittel zu den Zellen gegeben. Die
Zellen wurden 12 Std. p. i. mit 3 % [v/v] Glutaraldehyd fixiert und weiter aufgearbeitet. Die elektronenmikroskopische
Untersuchung erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM912AB bei 200 kV. (A) Ubersichtsbild einer
infizierten Huh-7-Zelle 12 Std. p. i. mit den typischen perinukledren DMV-Clustern (weiller Kreis, schwarzes Quadrat).
(B) AusschnittsvergroBerung des in A als schwarzes Quadrat gekennzeichneten DMV-Clusters. (C) Ubersichtsbild
einer infizierten und im Zeitraum 2-12 Std. p. i. mit Py-2 behandelten Zelle. (D) Ausschnittsvergroflerung der in C mit
einem schwarzen Quadrat gekennzeichneten DMVs. (E+F) Statistische Auswertung der TEM-Analysen. (E)
Berechnung des prozentualen Anteils der Zellen, welche positiv fiir DMV-Strukturen oder intrazelluldre Virionen (IZV)
waren. (F) Anzahl von DMVs pro Zelle. Fiir beide Auswertungen wurden die infizierten Zellen entweder unbehandelt
belassen (grauer Balken) oder in den Zeitrdumen 2-12 Std., 2-7 Std. (friihe Phase der Virusinfektion) oder 7-12 Std.
(spdte Phase der Virusinfektion) mit Py-2 (20 uM) behandelt. Bestehende Unterschiede zwischen (i) HCoV-229E-
infizierten und Py-2-behandelten Zellen mit (ii)) HCoV-229E-infizierten, aber unbehandelten Zellen (graue Balken)
wurden statistisch abgesichert (* P<0,05; ** P<0,005; *** P<0,0005). Die Anzahl (n) der in die Analyse einbezogenen
Zellen betrug: n(inf.)=154, n(2-12 h)=190, n(2-7 h)=107, n(7-12 h)=135.




Die statistische Auswertung von iiber 100 Zellen aus verschiedenen Schnittebenen sowie
zwei unabhingigen biologischen Experimenten verdeutlicht, dass DMVs in ca. 40 % der
infizierten Zellen pro Schnitt erkennbar waren (Abb. 16E, inf.). Wurden die infizierten
Zellen dahingegen mit Py-2 behandelt, reduzierte sich die Anzahl nachweisbarer DM Vs,
wobei nur noch in ca. 20 % der Zellen DMVs in einem gewihlten Schnitt nachweisbar
waren (Abb. 16E, 2-12 Std.). Die Analysen zeigen, dass eine Behandlung mit Py-2 das
Auftreten von DMVs in infizierten Zellen um mehr als 50 % vermindert. Die Zugabe von
Py-2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion ergab, dass eine cPLA2o0-
Blockierung in der frithen Phase des viralen Lebenszyklus (2-7 Std. p. i.) einen @hnlichen
Phinotyp hatte wie eine Py-2-Behandlung iiber die gesamte Dauer der Infektion (2-12
Std. p. 1.). Im Gegensatz dazu hatte eine Py-2-Behandlung in einer spiteren Phase der
Infektion (7-12 Std. p. i.) keinen erkennbaren Einfluss auf die DMV-Bildung im
Vergleich zu unbehandelten, infizierten Zellen. Ein dhnliches Muster konnte auch fiir das
Auftreten intrazelluldrer Virionen (IZVs) beobachtet werden. Hierbei zeigten pro
Schnittebene etwa 45 % der unbehandelten, infizierten Zellen IZVs, wohingegen nur in
ca. 10 % der Py-2-behandelten, infizierten Zellen IZV's nachgeweisen werden konnten (2-
12 Std. p. i.). Bei infizierten Zellen, welche in der frithen Phase der Infektion (2-7 Std. p.
i.) mit Py-2 behandelt wurden, zeigte sich mit 15 % der Zellen, die positiv auf 1ZV
ausgewertet wurden, ein dhnlicher Wert wie fiir infizierte Zellen, welche von 2-12 Std. p.
1. mit Py-2 behandelt wurden. Dahingegen unterschieden sich die spét behandelten Zellen
(7-12 Std. p. i.) nicht signifikant von unbehandelten, infizierten Zellen.

Neben der Analyse von DMVs und IZVs in infizierten Zellen wurde auch die Anzahl der
DMVs in den DMV-positiven Zellen bestimmt (Abb. 16F). Hierbei wurde die
durchschnittliche Anzahl der DM Vs pro Cluster in Py-2-behandelten bzw. unbehandelten
Zellen nach HCoV-229E-Infektion verglichen. Im Einklang mit bereits friither
publizierten Ergebnissen fiir das mouse hepatitis virus (MHV, Genus Betacoronavirius)
fanden sich in infizierten Zellen im Durchschnitt ca. 15 DMVs pro Cluster (123). Eine
cPLA20-Inhibition verminderte diese Anzahl im Durchschnitt auf ca. 5 DMVs pro
Cluster (Abb. 16F). Interessanterweise konnte auch hier, dhnlich zu den Daten in Abb.
16E, die Stirke des beobachteten Effekts auf die DMV-Bildung mit dem gewéhlten Py-2-
Behandlungszeitraum korreliert werden. Zwischen einem langen Behandlungszeitraum
(2-12 Std. p. i.) und einem kiirzeren, aber frithen Behandlungszeitraum (2-7 Std. p. i.) gab
es keine wesentlichen Unterschiede: In beiden Fiéllen war die DMV-Anzahl pro Cluster in

vergleichbarem Umfang vermindert. Kontrir hierzu, fiihrte eine Py-2-Behandlung
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wihrend eines spiteren Zeitraums (7-12 Std. p. i.) zu keinem nachweisbaren Effekt auf
die DMV-Anzahl pro Cluster. Die ermittelten Werte unterschieden sich nicht von denen

unbehandelter, infizierter Zellen (Abb. 16F).

Tabelle 7. Ubersicht iiber die beobachteten Behandlungszeit-abhiingigen Veriinderungen der IZVs und DMVs in
infizierten und/oder Py-2-behandelten Huh-7-Zellen.

Behandlungszeitraum Phéinotyp

Unbehandelt /

Behandelt 2-12 Std. p. i.

Behandelt in der
frithen Phase der 2-7 Std p. i.
Infektion

Behandelt in der
spéten Phase der 7-12 Std. p. i.
Infektion

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass eine Inhibition der cPLA2a-Aktivitit zu
einer verminderten Anzahl DMV- und IZV-positiver Zellen fiihrte, wobei zusitzlich auch
die Anzahl der DMVs pro Zelle durch die Py-2-Behandlung vermindert wurde. Dieser
Effekt trat unabhingig davon auf, ob der Inhibitor iiber einen langen Zeitraum (2-12 Std
p. i.) oder nur einen kurzen Zeitraum in der frithen Phase der Infektion (2-7 Std. p. i.)
angewendet wurde. Hingegen hatte eine Blockierung der cPLA2a-Aktivitidt wéhrend
einer spateren Phase der Infektion (7-12 Std. p. i1.) keinen nachweisbaren Einfluss auf die

Bildung und Anzahl der DM Vs in infizierten Zellen (Tabelle 7).




34 Untersuchungen zum moglichen Wirkmechanismus, mit dem die

cPLA20 zur Doppelmembranvesikel-Bildung beitragt
Die dargestellten Ergebnisse ergaben klare Hinweise fiir eine Beteiligung der Lipase
cPLA2a an der Bildung von DMVs in Coronavirus-infizierten Zellen. Als néchstes sollte
nun die Frage beantwortet werden, welches der beiden durch die cPLA2a-Aktivitit
freigesetzten Reaktionsprodukte fiir die Bildung von DMVs erforderlich sein konnte.
Dem lipolytische Enzym cPLA2a konnen zwei iibergeordnete zellulire Funktionen

zugeordnet werden: (i) einer immunmodulierende (durch die Bereitstellung von

Arachidonsdure) und (ii) einer membranrearrangierende (durch die Bereitstellung von

LPLs) Funktion (Abb. 17).
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Abbildung 17. Schematische Darstellung der cPLA2oa-Aktivitit. (1) Nach Aktivierung der Lipase durch
Phosphorylierung und Kalzium-Bindung transloziert die Lipase und bindet an zellulire Membranen. (2) cPLA20. spaltet
Phosphoglyzeride an ihrer sn2-Position, wodurch Arachidonsdure freigesetzt wird, welche wiederum von COX und
LOX als Substrat zur Bildung von Inflammationsmediatoren (z. B. Prostaglandinen) verwendet wird. (3) Auflerdem
entsteht ein in der Membran verbleibendes, kegelformiges LPL. Erhohte LPL-Konzentrationen in einer
Membranschicht konnen Membrankriimmungen induzieren, die wiederum grofere strukturelle Reorganisationen der
Membran, beispielsweise Invaginationen, einleiten konnen.

Die folgenden Experimente wurde durchgefiihrt, um Unterstiitzung fiir eine dieser beiden

Moglichkeiten im Kontext einer Coronavirus-Infektion zu gewinnen.
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3.4.1 Inhibition der Cyclooxygenase 1/2 und Lipoxygenase haben keinen
Einfluss auf die coronavirale Replikation

Die von cPLA2a abgespaltene Arachidonsdure stellt einen Vorlaufer fiir eine Vielzahl
von Lipidmediatoren wie z. B. Eikosanoiden, Leukotrienen, Prostaglandinen und
Thromboxanen dar. Bei einer Hemmung der cPLA2a-Aktivitdt kann daher erwartet
werden, dass durch die verminderte Bereitstellung von Arachidonsdure die Synthese von
immunmodulierenden Lipidmediatoren reduziert wird. Dies konnte Teilprozesse der
Virusreplikation in der Wirtszelle begiinstigen und die Gefahr einer Fritherkennung durch
das Immunsystem reduzieren. Es wurde deshalb zunichst gepriift, ob eine Blockade
zweier zentraler Enzyme in diesem immunregulatorischen Signalweg, COX1/2 und LOX,
einen antiviralen Effekt haben. Diese Enzyme des Arachidonsdurestoffwechsels
metabolisieren das Produkt der cPLA2a weiter. Speziell katalysiert COX1/2 die
Umwandlung von Arachidonsdure zu Prostaglandin H2, wohingegen LOX
Arachidonsdaure in zwei Schritten zu Eikosanoiden (bzw. Leukotrienen) oxidiert.
Therapeutisch werden deswegen COX1/2-Inhibitoren als sogenannte nichtsteroidale
Antiphlogistika (engl. non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) eingesetzt. In
diesem Versuch wurde das NSAID Lornoxicam sowie 2-TEDC als potente COX- bzw.
LOX-Inhibitoren verwendet (124, 125).
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Abbildung 18. Einfluss einer Inhibition von Cyclooxygenase 1/2 und Lipoxygenase auf die HCoV-229E-
Replikation. Huh-7-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Nach zweistiindiger Inokulation wurde
frisches Medium ohne FKS mit den angegebenen Konzentrationen des COX-Inhibitors Lornoxicam (A) oder des LOX-
Inhibitors 2-TEDC (B) hinzugegeben. Als Kontrolle dienten infizierte Zellen, welche mit der korrespondierenden
Menge Losungsmittel (DMSO) behandelt wurden. Die Virustiter von drei unabhingigen Experimenten wurden 24 Std.
p. i. mittels Plaque-Assay bestimmt.

Wie aus Abbildung 18 ersichtlich, hatte eine Inhibition der Enzyme COX1/2 und LOX in
den eingesetzten, nichttoxischen Konzentrationen keinen Einfluss auf den Virustiter. Dies

kann als Hinweis gedeutet werden, dass LOX- und COX-abhingige




Regulationsmechanismen keine wesentliche Rolle bei der Replikation von HCoV-229E in

vitro haben.

3.4.2 Die Wiederherstellung des intrazelluliren Arachidonsiure-Spiegels
zeigt keinen Wiederherstellung der Virusreplikation
Nachdem COX1/2 und LOX sowie deren Stoffwechselprodukte nicht fiir eine effiziente
Virusreplikation benotigt werden (Abschnitt 3.4.1), sollte nun die Bedeutung des direkten
cPLA2a-Produktes, der Arachidonsdure, fiir die virale Replikation einschlieflich der
DMV-Bildung beleuchtet werden. Arachidonsidure konnte sowohl indirekt als sekundérer
Botenstoff (engl. second messenger) als auch direkt im Zuge einer Modulation der
Membranfluiditidt erfolgen. Arachidonsdure und andere mehrfach ungesittigte, freie
Fettsdauren erhohen die Membranfluiditit und konnten auf diese Weise die
Membranstruktur und Membrankurvatur beeinflussen (126-128).
Da cPLA2a das wichtigste Enzym fiir die Bildung freier Arachidonsdure in der Zelle ist
(129), fiihrt dessen Hemmung zu einer verminderten Arachidonsidure-Produktion und
damit auch geringeren intrazelluliren Arachidonsiure-Konzentration (130, 131). Es
wurde deshalb getestet, ob eine Erhohung der intrazelluldren Konzentration durch die
Zugabe von Arachidonsdure in das Zellkulturmedium der Py-2-behandelten, HCoV-
229E-infizierten Zellen zu einer Steigerung der Virusreplikation fiithrt. Dabei wurden
Konzentrationen von 10 bzw. 50 uM Arachidonsdure im Medium verwendet (84).
Ubereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissen reduzierte die Zugabe von 20 uM Py-2
12 Std. p. i. den Virustiter um ca. 80 % (Abb. 19). Ein dhnliches Absinken des Virustiters
wurde bei gleichzeitiger Zugabe von Py-2 und 10 uM Arachidonsiure beobachtet sowie
bei der Zugabe von 10 uM Arachidonsédure (in Abwesenheit von Py-2). Die gleichzeitige
Zugabe von 20 uM Py-2 und 50 uM Arachidonsiure fithrte zu einer noch stirkeren
Verminderung des Virustiters um mehr als 90 %. Interessanterweise zeigte auch die
Zugabe von 50 uM Arachidonsidure (ohne Zugabe von 20 uM Py-2) eine starke
inhibitorische Wirkung.
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Abbildung 19. Einfluss von Arachidonséure bei gleichzeitiger cPLA2a-Inhibition auf die Replikation von HCoV-
229E. Huh-7-Zellen wurden nach zweistiindiger Inokulation mit HCoV-229E (MOI = 3) mit Py-2-haltigem und/oder
Arachidonsdure-haltigem Medium in den angegebenen Konzentration kultiviert. Als Kontrolle wurde Medium ohne
Zugabe dieser beiden Substanzen verwendet. 12 Std. p. i. wurden die Virustiter im Zellkulturiiberstand mittels Plaque-
Assay analysiert. Die ermittelten Virustiter werden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (in Prozent) angegeben.
Ergebnisse von 3 unabhingigen Experimenten wurden in die statistische Auswertung einbezogen (* P<0,05; **
P<0,005; *** P<0,0005).

Diese Daten zeigen, dass die beobachteten Replikationsdefekte in Py-2-behandelten
Zellen durch externe Zugabe von Arachidonsdure nicht kompensiert werden konnen.
Gesunkene intrazelluldre Arachidonsdurespiegel als zentrale Ursache der beobachteten
Replikationsdefekte =~ konnten  deshalb  weitgehend  ausgeschlossen  werden.
Interessanterweise zeigten die Daten auch, dass hohere Arachidonsdure-Konzentrationen
(50 uM) auch ohne Zugabe von Py-2 die Virusreplikation hemmen konnen. Es bleibt
weiteren Studien vorbehalten, zu untersuchen, ob spezifische Arachidonsiure-regulierte

Mechanismen die Virusreplikation und -freisetzung negativ beeinflussen konnten.

3.4.3 Lysophospholipide kolokalisieren mit viralen Replikations-
/Transkriptionskomplexen

Nachdem eine verdnderte Arachidonsdure-Bereitstellung als mogliche Ursache der
viralen Replikationsdefekte in Py-2-behandelten Zellen als wenig wahrscheinlich
erschien, sollte ein weiteres, weniger prominentes Produkt der cPLA2a, namlich das in
der Membran verbleibende LPL, ndher untersucht werden. LPLs entstehen durch
Abspaltung der Arachidonsdure von einem Phosphoglyzerid und haben bereits in
geringen Konzentrationen Membran-modulierende FEigenschaften (102). Um eine
Beteiligung von LPLs an der Bildung von DMVs zu untersuchen, wurde eine

Kolokalisationstudie mit einem kommerziell erhiltlichen, fluoreszenzmarkierten




Phosphocholin (PC-A2) und dsRNA durchgefiihrt, wobei die dsRNA als Marker fiir
virale RTCs bzw. Virus-induzierte DM Vs diente. PC-A2 besitzt an der snl-Position eine
Fettsdure mit einem BODIPY 558/568-Farbstoff, welche durch eine dort eingefiihrte
Ether-Bindung nicht durch PLA1 abgespalten werden kann. An der sn-2-Position befindet
sich zusitzlich ein weiterer BODIPY FL-Farbstoff. Durch das FRET-Phénomen
(Abschnitt 2.7.2) werden die entsprechenden Fluoreszenzsignale erst nach spezifischer
Spaltung des Lipides durch PLA?2 aktiviert. 12 Std. nach Zugabe von PC-A2 zu einer
Huh-7-Zellkultur konnte durch Fluoreszenzmikroskopie bestitigt werden, dass das zu
diesem Zeitpunkt in die Plasmamembran integrierte PC-A2 vollstindig durch die PLA2-
Aktivitdat gespalten worden war (Daten nicht gezeigt). Das fluorogene PLA2-Substrat
erschien somit sehr gut geeignet fiir die nachfolgenden Kolokalisationsstudien in
infizierten Zellen.

Wie in Abb. 20 dargestellt, zeigten infizierte Zellen ohne die Zugabe von PC-A2 kein
Signal fiir LPLs, wodurch eine mogliche Autofluoreszenz bei den verwendeten
Wellenldngen ausgeschlossen werden konnte. In PC-A2-behandelten, uninfizierten Zellen
befanden sich die fluoreszierenden LPLs iiberwiegend in zytoplasmatischen Vesikeln, die
ubiquitdr im Zytoplasma verteilt waren. Das Bild dnderte sich jedoch, wenn PC-A2-
behandelte Zellen mit HCoV-229E infiziert wurden. So fanden sich in Zellen, die 12 Std.
p. 1. fixiert wurden, zahlreiche LPL-positive und dsRNA-positive Strukturen in den
perinukledren Bereichen infizierter Zellen. Quantitative Kolokalisationsanalysen und
Berechnungen von Pearson-Korrelationskoeffizienten (Abschnitt 2.7.5) ergaben eine hohe
Kolokalisationsrate (ca. 65-85 %) der dsSRNA-Signale mit dem LPL-Signal (jedoch nicht
umgekehrt), da es gleichzeitig zahlreiche weitere LPL-Signale in der Zelle gab, die nicht
mit dem dsRNA-Signal kolokalisierten. Die Daten legen den Schluss nahe, dass LPLs
integrale Bestandteile der Membranstrukturen sind, an denen die virale RNA-Synthese
stattfindet. LPL-Signale au3erhalb der dsRNA-haltigen Strukturen konnten hingegen auf
andere LPL-enthaltende zellulire Membranen zuriickzufiihren sein, wie beispielsweise

Endosomen.
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Abbildung 20. Kolokalisation viraler RTCs mit cPLLA2a-generierten Lysophospholipiden. Huh-7-Zellen wurden
auf Glasplittchen ausgesidt und mit einem PC-A2/DOPG/DOPC-Liposomengemisch bei 10°C fiir 15 Min. inkubiert.
Anschlieend wurde das Liposomengemisch entfernt und die Zellen mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. 12 Std. p. i.
wurden die Zellen mit 2 % [v/v] PFA in PBS fixiert und mit 0,1 % [w/v] Saponin permeabilisiert. Die Immunfirbung
zur Visualisierung der viralen RTCs erfolgte unter Verwendung eines Maus-anti-dsSRNA-Antikorpers, welcher mit
einem Alexa-Fluor-633-konjugierten Ziege-anti-Maus Sekundir-Antikorper (rotes Signal) nachgewiesen wurde. Die
Kerne wurden mit DAPI angefirbt (blaues Signal). An der sn-2-Position gespaltene LPLs erzeugen ein griines Signal.
Kolokalisierende Signale (graues Signal) wurden zusitzlich separat im Kolokalisationskanal angegeben. Die
Kolokalisationsrate der dSRNA-positiven Strukturen mit LPLs ist in Prozent am unteren Bildrand dargestellt. Die vierte
und sechste Bildreihe der jeweiligen Abbildung zeigen Vergroferungen eines Ausschnitts (weiler Rahmen) aus der
dariiber liegenden Bildfolge. Die Abbildung zeigt reprisentative Ausschnitte von Bildern, die in zwei unabhéngigen
Experimenten gemacht wurden.




3.4.4 Lysophospholipide werden im Laufe der Infektion vermehrt gebildet
Die bisher dargestellten Daten zur zeitabhidngigen Rolle der cPLA20—Aktivitdt fiir die
Coronavirus-Replikation und der Befund, dass extern zugegebene fluoreszenzmarkierte
LPLs mit viralen RTCs kolokalisieren (Abschnitt 3.4.3), unterstiitzen iibereinstimmend
eine spezifische Rolle von LPLs in der Bildung spezifischer Membranstrukturen, die die
virale Replikation unterstiitzen. Um weitere Unterstiitzung fiir diese Hypothese zu
gewinnen und Hinweise zu erhalten, ob noch andere Lipidklassen an der Coronavirus-
Replikation beteiligt sein konnten, wurden Lipidom-Analysen durchgefiihrt. In einer
Kooperation mit PD Dr. Dominik Schwudke (Forschungszentrum Borstel) wurden
vergleichende Lipidomanalysen von (i) HCoV-229E-infizierten, (ii) uninfizierten, (iii)
Py-2-behandelten, infizierten und (iv) Py-2-behandelten, uninfizierten Zellen
durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde neben den unbehandelten, uninfizierten Zellen auch
eine UV-inaktivierte (also replikationsdefiziente) HCoV-229E-Priparation verwendet.
UV-inaktivierte Viren behalten ihre Fihigkeit zur Rezeptorbindung und werden in die
Zelle aufgenommen, konnen jedoch ihre UV-geschiadigte RNA nicht mehr replizieren.
Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob die moglicherweise auftretenden
Verinderungen im Lipidom infizierter Zellen durch die Rezeptorbindung und Aufnahme
des Virus oder durch spitere Replikationsschritte ausgeldst werden (73).

Abbildung 21 zeigt eine Zusammenfassung der Virus-induzierten Verdnderungen des
zelluldren Lipidoms, wobei Verdnderungen der wichtigsten Lipidklassen zelluldrer
Membranen im Vergleich zu unbehandelten, uninfizierten Zellen dargestellt sind. Fiir
Zellen, die mit dem UV-inaktivierten Virus behandelt wurden, zeigten sich 12 Std. nach
der Behandlung nur geringfiigige Anderungen (max. 1,1-fach) im Phosphatidylglyzerin-,
Phosphatidylserin-, Sphingomyelin- und Ceramid-Lipidprofil im Vergleich zur Kontrolle.
Aufgrund ihrer Geringfiigkeit wird auf diese Anderungen nicht weiter eingegangen.

In HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen zeigten sich 12 Std. p. i. ein deutlicher Anstieg
bei einigen Lipidklassen im Vergleich zu uninfizierten Zellen. Der stérkste
infektionsbedingte Effekt konnte mit einer etwa 1,75-fachen Anreicherung der Ceramide
beobachtet werden. Phosphatidylglyzerine waren im Vergleich zu unbehandelten,
uninfizierten Zellen um den Faktor 1,5 erhoht. Des Weiteren waren Phosphatidylcholine
sowie die LPL-Klassen Lysophosphatidylcholin (LPC), Lysophosphatidylethanolamin
(LPE) und Lysophosphatidylinositol (LPI) jeweils etwa 1,2-fach erhoht.
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Abbildung 21. Lipidomanalyse der Virus-bedingten Verinderungen im Wirtszelllipidom. Huh-7-Zellen wurden
mit HCoV-229E mit einer MOI von 3 infiziert oder mit einer dquivalenten Virusmenge nach vorhergehender UV-
Inaktivierung behandelt. Als Kontrolle dienten uninfizierte Zellen. 12 Std. p. i. wurden die Zellen pelletiert, die Lipide
unter Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspektrometrisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher)
analysiert. Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipids) verwendet.
Die erhaltenen Daten wurden anhand der verwendeten Zellzahl normalisiert und die Lipidverdnderungen in Relation zur
unbehandelten, uninfizierten Kontrolle berechnet. PC = Phosphatidylcholin, PA = Phosphatidsdure, PG =
Phosphatidylglyzerin, PI = Phosphatidylinositol, PE = Phosphatidylethanolamin, PS = Phosphatidylserin, LPC =
Lysophosphatidylcholin, LPE = Lysophosphatidylethanolamin, LPI = Lysophophatidylinositol, SM = Sphingomyelin,
Cer = Ceramid, n =8

Um eine detaillierte Aussagen iiber die Verdnderungen der LPLs zu treffen, wurden die 3
Lysophospholipidklassen LPE (Abb. 22A), LPI (Abb. 22B) und LPC (Abb. 22C)
gesondert betrachtet. Diese LPLs unterscheiden sich untereinander durch ihre
namensgebende Kopfgruppe und ihre Fettsidure. Die Fettsduren wiederum unterscheiden
sich hinsichtlich der Anzahl der Kohlenstoffatome (Kettenlinge) sowie, bei ungesittigten
Fettsduren, hinsichtlich der Anzahl und Position ihrer Doppelbindungen. Die genaue
Position der Doppelbindung kann allerdings mit der hier verwendeten Analysemethode
nicht bestimmt werden. Im Einklang mit der [IUPAC-Nomenklatur von Lipiden wurden
Fettsdauren wie folgt bezeichnet: Anzahl der Kohlenstoffatome:Anzahl der
Doppelbindungen (z.B. LPE[20:1]).

Der LPL-Gehalt in fmol pro Zelle ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Behandlung der
Zellen mit UV-inaktiviertem HCoV-229E zeigte keine signifikanten Unterschiede zur
unbehandelten und uninfizierten Kontrolle. Kontrir dazu und wie bereits aus Abbildung
21 ersichtlich, konnte eine signifikante Zunahme der hier aufgefiihrten LPLs in HCoV-
229E-infizierten Zellen 12 Std. p. i. gegeniiber unbehandelten, uninfizierten Zellen

bestitigt werden. Es zeigten sich Virus-bedingte Verdnderungen in den LPL-Klassen LPE




(Abb. 22A), LPI (Abb. 22B) und LPC (Abb. 22C), wobei bei letzterem nur LPC[14:0]
und LPC[16:0] hochreguliert waren. Die meisten hochregulierten LPLs fanden sich in der
Klasse der LPEs. Eine detaillierte Auflistung aller Lipidverdnderungen wurde dem

Anhang dieser Arbeit beigefiigt.
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Abbildung 22. Verinderungen einzelner Lysophospholipide in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. Huh-7-
Zellen wurden mit HCoV-229E mit einer MOI von 3 infiziert oder mit einer dqivalenten Menge einer UV-inaktivierten
HCoV-229E-Priparation behandelt. Als Kontrolle dienten uninfizierte Huh-7-Zellen. 12 Std. p. i. wurden die Zellen
pelletiert, die Lipide unter Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspektroskopisch mittels Q Exactive
(Thermo Fisher) analysiert. Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard (Avanti Polar
Lipids) verwendet. Die erhaltenen Daten wurden auf die verwendete Zellzahl normalisiert und wurden im Vergleich mit
den Daten fiir unbehandelte, uninfizierte Zellen ausgewertet (grauer Balken). Die statistische Auswertung erfolgte auf
der Grundlage von Daten, die aus 8 unabhingigen Experimenten gewonnen wurden. (* P<0,05; ** P<0,005;
**%P<0,0005). (A) LPE = Lysophosphatidylethanolamin, (B) LPI = Lysophosphatidylinositol; (C) LPC =
Lysophosphatidylcholin.
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Die Ergebnisse der Lipidomanalyse weisen darauf hin, dass eine Infektion durch
replikationsfihiges HCoV-229E zu einer erhohten LPL-Konzentrationen in Huh-7-Zellen
fiihrt.

Des Weiteren wurden auch mogliche Auswirkungen der cPLA2a-Inhibitor-Behandlung
auf die LPL-Konzentration in infizierten und uninfizierten Zellen analysiert. Abbildung
23 fasst die in diesen Experimenten erhaltenen Daten zusammen. In einer uninfizierten,
unbehandelten Zelle befinden sich im Durchschnitt 1,8 fmol LPLs pro Zelle. Ahnliche
Werte wurden fiir Zellen gemessen, die mit dem UV-inaktivierten HCoV-229E behandelt
worden waren. Wurden die Huh-7-Zellen jedoch fiir 10 Std. mit dem Inhibitor Py-2
behandelt, zeigte sich eine signifikante Reduktion der LPLs auf durchschnittlich 1,3 fmol
LPLs pro Zelle. Im Unterschied dazu resultierte eine HCoV-229E-Infektion (wie bereits
in Abb. 21 und 22 gezeigt) in einer erhthten LPL-Menge in der Zelle (@ 2,3 fmol LPLs
pro Zelle). Bei infizierten Huh-7-Zellen, die gleichzeitig mit 20 uM Py-2 behandelt
wurden, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zum LPL-Gehalt von

unbehandelten, uninfizierten Kontrollzellen.
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Abbildung 23. Globale Verinderungen der Lysophospholipide in HCoV-229E-infizierten Zellen und Einfluss des
cPLA2a-Inhibitors Py-2 auf diese Anderungen. Huh-7-Zellen wurden entweder uninfiziert belassen oder mit einer
MOI von 3 infiziert oder mit einer dquivalenten Menge einer UV-inaktivierten HCoV-229E-Priparation behandelt.
Nach zweistiindiger Inokulation wurde das Virus-Inokulum mit Medium ersetzt, das 20 uM des cPLA2a-Inhibitors Py-
2 oder eine addquate Menge an Losungsmittel enthielt. 12 Std. p. i. wurden die Zellen pelletiert, die Lipide unter
Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspektrometrisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher) analysiert.
Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipids) verwendet. Die
erhaltenen Messdaten wurden auf die eingesetzte Zellzahl normalisiert und im Vergleich zu unbehandelten und
nichtinfizieren Zellen ausgewertet (hellgrauer Balken). Die statistische Auswertung erfolgte auf der Grundlage von
Daten, die aus acht unabhingigen Experimenten gewonnen wurden (* P<0,05; ** P<0,005; ***P<0,0005).




Diese Daten bestitigen, dass die Hemmung der cPLA2a-Aktivitidt mit Py-2 den zellulidren
LPL-Gehalt reduziert. Die Daten zeigen auflerdem, dass eine Infektion mit HCoV-229E
zu einem erhohten zelluldren LPL-Gehalt fiihrt, wie fiir den Zeitpunkt 12 Std. p. i. gezeigt
werden konnte. Dieser infektionsbedingte Anstieg der zelluldren LPL-Konzentration kann
jedoch durch eine Hemmung der cPLA2a-Aktivitidt mit Py-2 unterbunden werden und auf
etwa dem gleichen Niveau gehalten werden, wie es fiir uninfizierte Zellen gemessen
wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die LPL-Produktion in HCoV-229E-
infizierten Zellen erhoht ist und dass das Enzym cPLA2a an dieser Erhohung einen
entscheidenden Anteil hat. Die negativen Auswirkungen einer Verhinderung dieses LPL-
Anstiegs auf die Virusreplikation in Py-2-behandelten Zellen sind ein weiterer Beleg fiir
die Bedeutung zusitzlich gebildeter LPLs fiir die CoV-Replikation. Die Daten
unterstiitzen aullerdem die bereits weiter oben formulierte Hypothese, dass LPLs eine

Rolle bei der Bildung Coronavirus-induzierter ROs spielen.

3.5 Mogliche Rolle des ER als Donor von Membranen fiir die

Bildung Coronavirus-induzierter replikativer Organellen

cPLA2aq transloziert nach seiner Aktivierung zu einer Vielzahl von zytoplasmatischen,
subzelluliren Membranen, welche durch die Bildung von LPLs in ihrer Form und
Funktion beeinflusst werden konnten. Es ist auBerdem bekannt, dass intrazelluldre
Membranen als Quelle fiir die Bildung Virus-induzierter ROs dienen. Als moglicher
Membrandonor fiir coronavirale DMVs wurde in der Literatur bereits das ER diskutiert
(132, 133), an welches cPLA2a nach Kalzium-Bindung ebenfalls transloziert (91, 92,
134). Fir HCoV-229E wurden jedoch bisher noch keine speziellen Untersuchungen zur
Rolle spezifischer intrazellulirer Membranen an der RO- und DMV-Bildung
durchgefiihrt.

Um eine mogliche Beteiligung der Membranen unterschiedlicher zelluldrer Organellen an
der Bildung viraler DM Vs zu untersuchen, wurden Kolokalisationsstudien von den beiden
oben beschriebenen coronaviralen Markern fiir RTCs/DMVs (dsRNA und nsp8) mit
Markern fiir (i) Lysosomen (Lysosom-assoziiertes Membranprotein 1; LAMPI), (ii)
ERGIC (ER-Golgi-intermediidres Kompartiment-53, ERGIC-53), (iii) Golgi-Komplex
(receptor-binding cancer antigen expressed on SiSo cells; RCAS1) und (iv) ER (ERp72)
durchgefiihrt.
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Hierbei zeigte das Typ 1-Transmembranprotein LAMPI1, welches bevorzugt in
lysosomalen Membranen sitzt und an der Fusion von Autophagosomen und Lysosomen
beteiligt ist (135), eine Verteilung im Zytoplasma, die sich deutlich von der Verteilung
des dsRNA-Signals unterschied (Abb. 24A). Es gab keine Hinweise fiir eine
Kolokalisation der beiden Molekiile.

Das Mannose-bindende Lektin ERGIC-53 zirkuliert zwischen dem ER, ERGIC und dem
cis-Golgi-Komplex und fungiert dabei als Rezeptor fiir den Transport von Glykoproteinen
(116). Es zeigte sich eine partielle Kolokalisation von nsp8 und ERGIC-53 (Abb. 24B).
Der Grofiteil der ERGIC-positiven Vesikel in der perinukledren Region zeigte jedoch
keine Kolokalisation mit nsp8-positiven Strukturen (Abb. 24 B).




dsRNA Uberlagerung

X

nsp8 Uberlagerung

Abbildung 24. Kolokalisationsstudie von viralen RTCs mit Lysosomen und ERGIC. Huh-7-Zellen wurden auf
Deckgldschen ausgesit und mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. 12 Std. p. i. wurden die Zellen mit kaltem Methanol
fiir 20 Min. bei -20°C fixiert. Die Immunmarkierung erfolgte unter Verwendung der Organell-spezifischen Antikorper
Kaninchen-anti-LAMP1 fiir Lysosomen (A, griines Signal) und Maus-anti-ERGIC 53 fiir das ERGIC (B, griines Signal)
sowie von Antikorpern fiir den Nachweis viraler RTCs (Maus-anti-dsSRNA-mAk; Kaninchen-anti-nsp8-spezifisches
Antiserum, rotes Signal in beiden Fillen). Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis erfolgte unter Verwendung
geeigneter Sekundirantikorper: Alexa-Fluor-488-konjugiertes F(ab‘),-Fragment von Ziege-anti-Kaninchen-IgG und
Alexa-Fluor-594-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG. Die zweite Bildreihe der jeweiligen Abbildung zeigen
VergroBerungen eines Ausschnitts (weifler Rahmen) aus der dariiber liegenden Bildfolge. V= keine Kolokalisation V=
Kolokalisation. Die Abbildung zeigt reprisentative Ausschnitte von Bildern, die in zwei unabhéngigen Experimenten
gemacht wurden.
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Des Weiteren wurde die Beteiligung von Golgi-Membranen untersucht. Hierfiir wurde als
Marker das Typ-3-Transmembranprotein RCAS1 verwendet, welches im Golgi-Komplex
an der Vesikulation, Sekretion und an Proteinglykosylierungen beteiligt ist (117, 136-
138). Wie aus Abb. 25A ersichtlich, konnte eine geringfiigige Kolokalisierung
nachgewiesen werden (Abb. 25A). Des Weiteren wurde beobachtet, dass RCAS1-positive
und dsRNA-positive Strukturen in dhnlichen Bereichen des Zytoplasmas auftreten (Abb.
25A).

Zum Nachweis von ER-Membranen wurde das Protein ERp72 verwendet. ERp72, ein
Mitglied der Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI)-Familie, fungiert als Chaperon, welches
im ER die richtige Faltung von de-novo-translatierten und/oder glykosylierten Proteinen
kontrolliert (139). dsSRNA-positive Strukturen lokalisierten in deutlicher Nihe zu ERp72.
Eine partielle Kolokalisation konnte ebenfalls bestitigt werden (Abb. 25B).




dsRNA Uberlagerung

0 pm 10

dsRNA Uberlagerung

Abbildung 25. Kolokalisationsstudie von viralen RTCs mit Golgi-Komplex und ER. Huh-7-Zellen wurden auf
Deckglidschen ausgesit und mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. 12 Std. p. i. wurden die Zellen mit kaltem Methanol
fiir 20 Min. bei -20°C fixiert. Die Immunmarkierung erfolgte unter Verwendung der folgenden Organell-spezifischen
Antikorper: Kaninchen-anti-RSAST1 fiir den Golgi-Apparat (A, griines Signal) und Kaninchen-anti-ERp72 53 fiir das
ER (B, ER) sowie als Sekundérantikorper das Alexa-Fluor-488-F(ab*),-Fragment von Ziege-anti-Kaninchen-IgG. Zum
Nachweis der viralen RTCs (rot) wurde ein Maus-anti-dSRNA-mAK sowie ein Alexa-Fluor-593-konjugiertes Ziege-
anti-Maus-IgG verwendet. Die zweite Bildreihe zeigt hierbei jeweils die Vergroferung eines Ausschnitts (weiller
Rahmen) aus der dariiber liegenden Bildfolge. ¥= keine Kolokalisation Y= Kolokalisation. Die Abbildung zeigt
repréasentative Ausschnitte von Bildern, die in zwei unabhingigen Experimenten gemacht wurden.
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Zur genaueren Analyse der Kolokalisationsstudie wurden Kolokalisationsraten anhand
der Pearson-Korrelation erstellt und graphisch dargestellt. Aus Abbildung 26 wird
ersichtlich, dass mit viralen DMV-Strukturen keiner der verwendeten Marker mit mehr
als 50 % kolokalisiert. Die groBten Ubereinstimmungen von dsRNA-positiven Strukturen
mit Organellmarkern zeigten ER-Strukturen (ca. 20 % Kolokalisation). Zu 15 %
kolokalisierten dsRNA-positive Strukturen mit Golgi-Membranen. ERGIC zeigte eine
etwa 12 %ige Kolokalisation, wobei lysosomale Membranen mit ca. 5 % die geringste

Korrelation aufwiesen.
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Abbildung 26. Quantifizierung der Kolokalisationsrate von viralen RTCs mit den verwendeten
Organellmarkern. Es wurden jeweils mindestens 16 zufillig augewihlte Ubersichtsbilder aus den in Abb. 24 und 25
dargestellten Kolokalsationsstudien aufgenommen und zur Berechnung von Pearson-Korrelationskoeffizienten
verwendet. Die sich daraus ergebende Kolokalisationsrate wurde hier als ein Prozentwert des Pearson-
Korrelationskoeffizienten dargestellt. Es wurden Daten aus zwei unabhédngigen Experimenten fiir diese Analyse
verwendet.

3.6 cPLA2a ist kein generell erforderlicher Wirtsfaktor fiir +RNA-
Viren

Neben HCoV-229E bilden auch viele andere +RNA-Viren und sogar einige DNA-Viren
(z. B. das Vacciniavirus) zytoplasmatische ROs. Da cPLA2a fiir die Reproduktion von
DENYV und HCV erforderlich ist (84) und, wie oben gezeigt, auch fiir die Replikation von
HCoV-229E bendétigt wird, wurde im Folgenden analysiert, ob cPLA2a vielleicht auch
fiir andere Viren (genus- oder sogar familieniibergreifend) einen essentiellen Wirtsfaktor
darstellt.

Hierfiir wurde die antivirale Wirkung der cPLA2a-Inhibition durch Py-2 gegen sechs
ausgewihlte Viren in geeigneten Zelllinen analysiert. Vor Beginn der Experimente
wurden die verwendeten Inhibitorkonzentrationen fiir die jeweils verwendete Zelllinie auf

Zytotoxizitit iberpriift (Daten nicht gezeigt) und anschlieBend in nicht-toxischen




Konzentrationen eingesetzt. Ahnlich wie bei HCoV-229E, wurde auch bei MERS-CoV,
einem fiir Menschen hochpathogenen Coronavirus (12), die Replikation durch eine
cPLA2a-Inhibition in Huh-7- sowie Vero-Zellen blockiert (Abb.27A). Dabei fiel auf,
dass selbst die geringste Konzentration von 5 uM noch eine deutliche Virustiterreduktion
von etwa 1 Log-Stufe zeigte. Dies konnte darauf hindeuten, dass es quantitative
Unterschiede in der Wirkung von Py-2 auf die Replikation von CoVs unterschiedlicher
Spezies oder Genera gibt.

Neben der Familie der Coronaviridae wurde weiterhin auch ein Vertreter der Familie der
Togaviridae, das Semliki-Forest-Virus, untersucht. Die Replikation von Semliki-Forest-
Virus konnte ebenfalls durch die Gabe von 20 und 10 uM Py-2 inhibiert werden (Abb.
27B).

Im Unterschied dazu hatte eine cPLA2a-Inhibition keinen Einfluss auf die Replikation
von Rhinoviren und Polioviren, welche zur Familie der Picornaviridae zdhlen. (Abb.
27C/D).

Neben +RNA-Viren wurde auch das Vacciniavirus als Vertreter der Familie der
Poxviridae in die Studie einbezogen. Dieses dsDNA-Virus repliziert (dhnlich wie die
+RNA-Viren) in speziellen, Virus-induzierten membrandsen Foci im Zytoplasma. Eine
Behandlung mit wunterschiedlichen Konzentrationen Py-2 konnte jedoch die
Vacciniavirus-Replikation in infizierten Huh-7-Zellen nicht effizient inhibieren (Abb.
27E).

Als Negativkontrolle wurde Influenzavirus, ein —RNA-Virus, welches im Nukleus der
Wirtszelle repliziert, getestet (Abb. 27F). Die Replikation konnte in diesem Fall auch mit

einer hoheren Konzentration von 40 uM nicht inhibiert werden.
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Abbildung 27. Einfluss von Py-2 auf die Replikation anderer Membran-modulierender Viren. Huh-7-Zellen (fiir
MERS-CoV [A] und Vacciniavirus [E]), BHK-Zellen (fiir Semliki-Forest-Virus, B), HeLa-Zellen (fiir Rhinovirus, C),
Vero-Zellen (fiir Poliovirus [D] und MERS-CoV [A]) und A549-Zellen (fiir Influenzavirus, F) wurden mit dem
jeweiligen Virus bei einer MOI von 3 infiziert. Nach zweistiindiger Inokulation wurde der Uberstand mit frischem
Medium (ohne FKS) ersetzt, das die angegebenen Konzentrationen von Py-2 enthielt. 12 Std. p. i. wurden die
virushaltigen Uberstinde gesammelt und die Virustiter mit Hilfe von FFA oder Plaque-Assay bestimmt. Fiir die
statistische Auswertung wurden Daten aus drei unabhingigen Experimenten verwendet. Als Kontrolle dienten

Durch die hier gezeigten antiviralen Testungen konnte eine generelle essentielle Funktion
der cPLA2a fiir +RNA-Virus-Infektionen nicht bestitigt werden. Es zeigt sich jedoch,
dass cPLA2a nicht nur fiir HCoV-229E, DENV und HCV, sondern auch fiir ein weiteres
Coronavirus (MERS-CoV) und das Togavirus Semliki-Forest-Virus von Bedeutung fiir
die virale Replikation ist. Eine Hemmung der cPLA2a-Aktivitit scheint jedoch keinen
Einfluss auf die Replikation von Rhinovirus, Poliovirus, Vacciniavirus und Influenzavirus
zu haben. Dariiber hinaus konnte im Rahmen der TTU ,,Emerging Infections® des
Deutschen Zentrums fiir Infektionsforschung (DZIF) eine antivirale Wirkung von Py-2
gegen Ebolavirus und Gelbfieber-Virus ausgeschlossen werden (Nadine Biedenkopf und

Beate Kiimmerer, nicht publizierte Daten).




3.6.1 Lysophospholipide zeigen eine sehr geringe Kolokalisation mit
Poliovirus-induzierten Replikations-/Transkriptionskomplexen
Vertreter der Picornaviridae induzieren ebenfalls DMV-Strukturen im Zytoplasma
infizierter Wirtszellen, welche in Form und Grof3e deutliche Parallelen zu Coronavirus-
induzierten DMVs aufweisen (Tab. 2 und Abb. 5a/d). Nachdem gezeigt wurde, dass Py-2
die Replikation von zwei Vertretern der Picornaviridae nicht beeintrichtigt (Abschnitt
3.6), wurde iiberpriift, ob artifizielle LPLs mit Poliovirus-induzierten RTCs in Vero-
Zellen kolokalisieren. Dazu wurde das bereits in Abschnitt 3.4.3 beschriebene fluorogene
PC-A2-Reagenz sowie ein Antikorper gegen dsRNA verwendet. Da dsRNA ein
genereller Marker fiir virale RNA-Synthese darstellt, kann dieser universell fiir alle

+RNA-Viren verwendet werden (140).

Im Gegensatz zu den in Abb.20 gezeigten Kolokalisationen von dsRNA-positiven
Strukturen mit LPLs in HCoV-229E-infizierten Zellen, zeigten poliovirale RTCs keine
sichtbare Kolokalisation mit LPLs. Dies unterstiitzt die aus den Py-2-Daten abgeleitete
Hypothese (Abb. 27), dass LPLs wahrscheinlich keine zentrale Rolle fiir die Bildung

Virus-induzierter Membranstrukturen in Poliovirus-infizierten Zellen spielen.

Lysophospholipid dsRNA Uberlagerung

Poliovirus infizierte Vero-Zellen

Abbildung 28. Kolokalisationsstudie von Poliovirus-induzierten RTCs mit cPLA2a-generierten LPLs. Vero-
Zellen wurden auf Glasplittchen ausgesit und mit einem PC-A2/DOPG/DOPC-Liposomengemisch bei 10°C fiir 15
Min. inkubiert. Anschlieend wurde das Liposomengemisch entfernt und die Zellen mit Poliovirus (MOI = 3) infiziert.
12 Std. p. i. wurden die Zellen mit 2 % [v/v] PFA in PBS fixiert und mit 0,1 % [w/v] Saponin permeabilisiert. Die
Immunfirbung zur Visualisierung der viralen RTCs erfolgte unter Verwendung des Maus-anti-dsSRNA-Antikorpers,
welcher mit einem  Alexa-Fluor-633-konjugierten  Ziege-Anti-Maus-Antikorper  fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen wurde. Zellkerne wurden mit DAPI angefirbt.
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3.7 Spezifitit und mogliche Alternativen
Nachdem die Wirksamkeit des cPLAQ2-Inhibitors Py-2 gegen HCoV-229E-, MERS-

CoV- und Semliki-Forest-Virus-Infektionen in vitro gezeigt worden war, sollte die
funktionell bedeutsame Rolle der cPLAO2 durch zusitzliche Experimente weiter gestiitzt
werden. Hierbei sollte durch die Verwendung anderer cPLA2a-Inhibitoren sowie durch
die Blockade von Faktoren, die fiir die Aktivierung der cPLA2a erforderlich sind,
bestitigt werden, dass sowohl die direkte als auch die indirekte Hemmung der cPLA2a-

Aktivitét einen reproduzierbaren antiviralen Effekt auf die CoV-Replikation aufweist.

3.7.1 Synergistischer Effekt bei Blockierung von p38 und MEK

Die Aktivierung der enzymatischen Aktivitit der cPLA20 erfordert eine spezifische
Phosphorylierung, die durch MAPK p38, ERK oder zu einem geringeren Anteil durch
JNK erfolgt (Abschnitt 1.9 und Abb. 5). Erst nach einer Phosphorylierung des Ser505-
Restes erlangt cPLA2a die Fihigkeit, Phosphoglyzeride an der sn2-Position zu spalten.
Es wurde deswegen erwartet, dass die gleichzeitige Hemmung von p38 und ERK die
cPLA2a-Aktivierung verhindert oder zumindest verringert und damit die Virusreplikation
hemmen koénnte. Um das zu iiberpriifen, wurden Huh-7-Zellen mit HCoV-229E infiziert
und anschlieBend mit den in Abb. 29 angegebenen Konzentrationen von SB203580,
einem p38-Inhibitor, und/oder U0126, einem MEK-Inhibitor behandelt. MEK ist
Bestandteil der Raf/MEK/ERK-Kaskade und phosphoryliert ausschlieBlich ERK1/2
(141).

Wie in Abb. 29 dargestellt, fiihrten die beiden Inhibitoren zu einer
konzentrationsabhingigen Reduktion des HCoV-229E-Virustiters. Sowohl die p38- als
auch die MEK-Inhibition zeigten einen antiviralen Effekt auf die HCoV-229E-
Replikation. Bei Zugabe von 50 uM UO0126 und SB203580 zum Zellkulturmedium
konnte die Virusreplikation nahezu vollstandig blockiert werden. Durch eine kombinierte
Zugabe beider Inhibitoren wurde zudem ein synergistischer Effekt auf den Virustiter
demonstriert.

Einschrinkend muss jedoch gesagt werden, dass durch die Kombination der beiden
Wirkstoffe eine erhohte Toxizitit beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt). Eine
Einzelbehandlung von SB203580 fiir 24 Std. zeigte keine zytotoxischen Effekte bis zu
einer maximalen Konzentration von 100 uM, wohingegen die CCs, fiir UO126 bei etwa
80 uM lag. Eine simultane Applikation beider Wirkstoffe ergab eine CCsy von ca. 10 uM
U0126 und SB203580 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 29. Analyse der Effekte einer simultanen Anwendung von MEK- und p38-Inhibitoren auf die HCoV-
229E-Replikation. Huh-7-Zellen wurden mit einer MOI von 0,5 pfu/Zelle infiziert. Nach zweistiindiger Inokulation
wurde das Medium mit frischem FKS-freien Medium ersetzt, das die angegebenen Konzentrationen von U0126 (MEK-
Inhibitor) und/oder SB203580 (p38-Inhibitor) enthielt. Alle Ansitze enthielten die gleiche Menge an Losungsmittel,
einschlieBlich des Kontrollansatzes ohne Inhibitor. Virusiiberstinde wurden 24 Std. p. i. gewonnen und die Virustiter
mittels Plaque-Assay bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden aus zwei unabhingig durchgefiihrten Experimenten
ermittelt und werden im Verhiltnis (in Prozent) zum unbehandelten, infizierten Kontrollansatz angegeben.

3.7.2 Einsatz eines weiteren PLLA2-Inhibitors

Neben dem verwendeten Py-2 Inhibitor wurde ein weiterer PLA2-Inhibitor, AACOCFS3,
getestet.

3.7.2.1 AACOCF3 reduziert ebenfalls die Replikation von HCoV-229E

AACOCEF3 ist ein Trifluoromethyl-keton-Derivat der Arachidonsidure und hemmt neben
cPLA2 auch die Fettsdureamid-Hydrolase (FAAH). Abb. 30 zeigt die antivirale Wirkung
von AACOCF3 gegen HCoV-229E 12 Std. p. i. in Huh-7-Zellen. Die vorausgegangene
Bestimmung der CCsp nach 12-stiindiger Behandlung hatte einen Wert von 154,5 uM
ergeben (Daten nicht gezeigt), so dass eine maximale Konzentration von 100 uM in
diesem Experiment eingesetzt wurde. Konzentrationen von >25 uM AACOCF3
reduzierten den Virustiter signifikant (Abb. 30A). Der Effekt von AACOCF3 auf die
virale N-Akkumulation war weniger deutlich ausgeprigt (Abb. 30B). Eine Konzentration
von 100 uM reduzierte die N-Protein-Menge auf ca. 45 % des Kontrollansatzes ohne

Inhibitor (Abb. 30C).
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Abbildung 30. Antivirale Aktivitiit von AACOCF3, einem Derivat der Arachidonsiure, auf die HCoV-229E-
Replikation. Huh-7-Zellen wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert und nach zweistiindiger Inkubation mit
frischem FKS-freien Medium inkubiert, das die angegebenen Konzentrationen von AACOCF3 enthielt. (A) Die
Virustiter in den zum Zeitpunkt 12 Std. p. i. gesammelten Zellkulturiiberstinden wurden mittels Plaque-Assay
bestimmt. (B) Effekte auf die intrazellulire Akkumulation des N-Proteins (12 Std. p. i.) wurden mittels Westernblot-
Analyse unter Verwendung eines monoklonalen Maus-anti-Nukleokapsidprotein-Antikorpers analysiert. Als
Ladekontrolle diente der Nachweis von Aktin mit einem Kaninchen-anti-B-Aktin-Serum. (C) Statistische Auswertung
von 3 unabhingigen Westernblot-Experimenten zur Untersuchung der N-Protein-Akkumulation in infizierten Zellen.
Hierbei wurden die Pixelsummen der einzelnen N-spezifischen Banden gegen die Pixelsumme der korrespondierenden
Aktin-Bande normalisiert und anschlieBend in Relation zur normalisierten Pixelsumme der unbehandelten, infizierten
Positivkontrolle in Prozent berechnet. Die Werte der infizierten, unbehandelten Kontrolle sind als grauer Balken
dargestellt. * P <0,05).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auch ein weiterer cPLA2-Inhibitor,

AACOCEF3, die HCoV-229E-Replikation in nicht-toxischen Konzentrationen hemmt.
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4. Diskussion

Der coronavirale Lebenszyklus ist in vielfiltiger Weise von wirtszelluldren Strukturen,
Regulationsmechanismen und Stoffwechselwegen abhingig, die in einigen Fillen auch
von viralen Faktoren spezifisch modifiziert werden konnen. So leistet zum Beispiel der
Lipidmetabolismus der Wirtszelle einen wesentlichen Beitrag zur (i) Fusion der
Virushiille mit zellularen Membranen, (ii) Replikation sowie (iii) Bildung und
Ausschleusung von Viruspartikeln (142, 143). Besonders hervorzuheben sind in diesem
Zusammenhang die massiven Restrukturierungen von Wirtszellmembranen bei der

Bildung von ROs, die ein wichtiges Merkmal der Replikation von +RNA-Viren sind.

4.1 Coronavirale Virussynthese ist abhiingig von cPLA2a

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Beteiligung der cPLA2aQ, eines
lipolytischen Enzyms des Lipidstoffwechsels, an der Coronavirus-Infektion untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Produktion infektioser Coronaviren (HCoV-
229E, MERS-CoV) in infizierten Huh-7-Zellen durch Verwendung eines selektiven,
niedermolekularen Inhibitors der cPLA2a (Py-2) reduziert wird (Abschnitt 3.1, Abschnitt
3.6). Eine Inhibition der HCoV-229E-Replikation konnte auch fiir weitere Zelltypen
(BEAS-B2, MRC-5) beobachtet werden (Abschnitt 3.2). Ebenso konnte die MERS-CoV-
Replikation in Vero- und Huh-7-Zellen konzentrationsabhingig gehemmt werden
(Abschnitt 3.6). Dies bestitigt, dass die Py-2-vermittelte Inhibition der coronaviralen
Replikation nicht auf einen spezifischen Zelltyp beschrinkt ist.

Auch eine pharmakologische Blockierung der MAPK p38 und ERK1/2, welche fiir die
Phosphorylierung und Aktivierung von cPLA2a verantwortlich sind, zeigte bei
kombinierter Anwendung einen inhibitorischen Effekt auf den Virustiter (Abschnitt
3.7.1). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass MAPK p38 und MEK1/2
spezifische Funktionen in der HCoV-229E-Replikation (u.a. bei der Aktivierung der
cPLA2a-Aktivitit) besitzen.

Zudem erzielte auch der Wirkstoff AACOCF3, der ebenfalls cPLA2a (jedoch auch einige
andere PLA2-Enzyme) inhibiert, eine antivirale Wirkung, wenngleich diese
verhiltnismafig geringer ausgeprdgt war (Abschnitt 3.7.2). Eine mogliche Erklarung
bieten die in biochemischen Analysen ermittelten ICsp-Werte fiir cPLA2d. Diese betrug
fir AACOCF3 ~20 uM, wohingegen Py-2 einen ICsp-Wert von 1,8 nM aufwies (144,




145). Zudem ist Py-2 ein hochselektiver Inhibitor von cPLA2a, wihrend AACOCF3
relativ unspezifisch die verschiedensten Enzyme der cPLA2- und iPLA2-Familien sowie
die Anandamid-Amidohydrolase (Fettsdureamid-Hydrolase) blockieren kann (146, 147).

Versuche, die Bedeutung der cPLA20 durch siRNA-Ansitze zu validieren, waren nicht
erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Ahnlich erfolglose Bemiihungen waren bereits zuvor
von Menzel et al. (84) berichtet worden. Vermutlich ist der Aktivierungszustand der
cPLA2a von groBerer Bedeutung fiir den proviralen Effekt des Enzyms als die
Gesamtmenge des in der Zelle verfiigbaren Enzyms, fiir das auflerdem eine relativ lange
Halbwertszeit vermutet wird (84). Um diese Problematik zu umgehen, werden zurzeit am
Institut fiir medizinische Virologie Giessen Versuche unternommen, CRISPR/Cas9-

generierte cPLA20” -Huh-7-Zellen herzustellen.

4.2 cPLA2q ist an der Bildung von coronaviralen

Doppelmembranvesikeln beteiligt
Die Blockierung von cPLA2a durch Py-2 fiihrte zu einer Reduktion des Virustiters.
Ferner konnte in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen beobachtet werden, dass durch
eine Py-2-vermittelte cPLA2a-Inhibition die virale RNA- und Proteinakkumulation sowie
die Bildung viraler RTCs unterbunden wurde (Abschnitte 3.3.1, 3.3.2 und 3.3.4).
Dahingegen wurde die Aufnahme der Viren (wéhrend der zweistiindigen Inokulation)
durch die cPLA2a-Blockierung nicht beeinflusst (Abschnitt 3.3.3). Der grofite Effekt auf
die Virusreplikation konnte fiir eine friihe Phase des Replikationszyklus (2-6 Std. p. i.)
gezeigt werden (Abschnitt 3.3.3). Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten legen den
Schluss nahe, dass in Py-2-behandelten Zellen die Bildung der Virus-induzierten DMV's
im Zytoplasma der infizierten Wirtszellen blockiert ist (Abschnitt 3.3.5), welche
normalerweise 2-4 Std. p. i. stattfindet (123). Defekte in der DMV-Bildung zeigten sich
zum Beispiel darin, dass (in Anwesenheit von Py-2) weniger Zellen in einem mit hoher
MOI infizierten Zellrasen DMVs aufwiesen. Zum anderen konnte demonstriert werden,
dass die DMVs nicht mehr in charakteristischen Gruppen von 10-15 DMVs auftraten,
sondern vielmehr einzeln oder in kleinen Gruppen von max. 5 DMVs zu sehen waren.
Dies weist darauf hin, dass cPLA2a die Bildung von DMVs beeinflusst und
moglicherweise reguliert. Hierbei liegt eine mogliche Rolle der Lipase bei verschiedenen
Membran-Umstrukturierungsprozessen nahe, welche bereits frither in der Literatur

diskutiert wurden (102).
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So ist zum Beispiel eine Beteiligung der cPLA2a an der Vesikelbildung und Tubulierung
des Golgi-Apparats in Sdugetierzellen beschrieben worden, wobei die cPLA2a-Aktivitit
an der Ausbildung interzisternaler Verbindungen des Golgi-Komplexes mitwirkt und
damit fiir den Intra-Golgi-Transport von besonderer Bedeutung ist (148-150). Eine
Beteiligung von cPLA2a an der ERGIC-Tubulierung in HeLa-Zellen konnte hingegen
nicht bestitigt werden (151). In einer weiteren Studie konnte cPLA2a als Faktor fiir die
Bildung von CDS59-haltigen Endosomen in HeLa-Zellen identifiziert werden. Eine
cPLA2a-Inhibition fiihrte zu einer Hypertubulisierung der Endosomen. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde cPLA2a auch eine Rolle bei der Bildung frither Rab5-positiver
Endosomen und Cholesterol-haltiger Vesikel zugeschrieben (152).

Des Weiteren wurde die enzymatische Aktivitdt von cPLA20 mit lipidhaltigen Organellen
(engl. lipid droplets [LDs]) in Verbindung gebracht. Frithere Studien haben ergeben, dass
eine durch niedermolekulare Enzyminhibitoren (AACOCEF;,
Methoxyarachidonylfluorphosphonat) vermittelte Blockierung der Aktivitdt der cPLA2a
zu einer verminderten Zahl von LDs in FBS-induzierten CHO-Zellen fiihrt. LDs (auch
Adiposome genannt) regulieren (i) die Speicherung und Hydrolyse neutraler Lipide, (ii)
gelten als Reservoir fiir Cholesterol und (iii) sind an der Erhaltung und Bildung von
Membranen beteiligt (153). Im Einklang damit zeigten CHO-Zellen, in denen cPLA2a
tiberexprimiert wurde, eine erhohte Anzahl von LDs. Die Reduktion der LDs bei
cPLA2q-Inhibition konnte bei der Verwendung von COX1/2-Inhibitoren nicht
reproduziert werden. Dies weist darauf hin, dass Arachidonsidure-Derivate nicht an der
LD-Bildung beteiligt sind (154). Die vorliegende Arbeit ergab dariiber hinaus
fluoreszenzmikroskopische Hinweise, dass nicht nur in CHO-Zellen, sondern auch in
Huh-7-Zellen die Anzahl von LDs nach einer Behandlung mit dem cPLA2a-Inhibitor Py-
2 deutlich gesenkt war (Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass LDs keine Rolle in der Biogenese von CoV-induzierten ROs spielen (Daten nicht

gezeigt).

4.3 Arachidonsiure-Zugabe kann die Py-2-vermittelte Hemmung

der Virusreplikation nicht wiederherstellen
Die membranmodulierende Aktivitdit von cPLA2a konnte fiir die coronavirale
Replikation einen wichtigen Wirtsfaktor darstellen. cPLA2a gilt als Schliisselenzym fiir

die Produktion von Arachidonsdure. Die freigesetzte Arachidonsdure konnte indirekt




durch seine Signalmolekiileigenschaften die Reorganisation von Membranen durch die
Stimulierung oder Blockierung relevanter Signaltransduktionswege beeinflussen.
Andererseits konnten aber auch die durch die cPLA2a-Aktivitédt gebildeten freien, partiell
ungesittigten Fettsduren direkt zu einer erhohten Membranfluiditét fithren, die ebenfalls
das Kriimmungsverhalten von Membranen beeinflussen konnte (126-128).

In dieser Arbeit kann jedoch weitgehend ausgeschlossen werden, dass eine verminderte
Bildung von Arachidonsdure, resultierend aus der Py-2-vermittelten Blockierung von
cPLA20, einen Einfluss auf die coronavirale Replikation hat. So konnte die
Virusreplikation in HCoV-229E-infizierten, Py-2-behandelten Huh-7-Zellen durch
gleichzeitige Zugabe von Arachidonsdure nicht wieder auf das urspriingliche Niveau
(ohne Py-2) zuriickgefiihrt werden. Ganz im Gegenteil fiihrte die externe Zugabe von
Arachidonsdure eher zu einer zusitzlich reduzierten Virusreplikation (Abschnitt 3.4.2).
Die Moglichkeit eines direkten membranmodulierenden Einflusses der zugegebenen
Arachidonsdure auf die Virushiille wihrend des Infektionsvorgangs, welcher die
Infektiositit der Virionen initial reduzieren konnte, wurde durch die zeitliche Trennung
von Infektion bzw. Inokulation und Arachidonsédure-Behandlung ausgeschlossen. Die
Zugabe der Arachidonsdure erfolgte erst unmittelbar nach der Virusadsorption. Eine
mogliche Erkldarung fiir die Titerreduktion nach Arachidonsdure-Zugabe konnte in einer
(durch das Uberangebot an Arachidonsiure ausgelosten) vermehrten Produktion von
Inflammationsmediatoren liegen (z. B. Prostaglandinen, Leukotrienen, Thromboxanen
etc.) (155), die wiederum zu einer Aktivierung der antiviralen Wirtsantwort fiihren
konnte. Ein Beispiel hierbei ist das Prostaglandin A, welches effizient die Replikation von
Sendai-Virus und Vesikuldres Stomatitis-Virus blockiert (156-158). Zudem konnte
gezeigt werden, dass ein weiteres Prostaglandin (E1) die Replikation von Polioviren
inhibiert (159). Es bleibt zu untersuchen, ob dieses Prostaglandin einen dhnlichen Effekt

auf die Coronavirus-Replikation in vitro besitzt.

. Cyclooxygenase 1/2 und Lipoxygenase haben keinen Einfluss auf

die coronavirale Replikation
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die Enzyme COX1/2 sowie LOX, welche
Arachidonsdure zur Produktion der oben genannten Inflammationsmediatoren verwenden,

keine wesentliche Rolle bei der Coronavirus-Replikation in Huh-7-Zellen spielen

(Abschnitt 3.4.1). Eine chemische Inhibition von COX1/2 und LOX mit
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niedermolekularen Inhibitoren zeigte keinen Einfluss auf die virale Replikation. Es ist
daher wahrscheinlich, dass die durch COX1/2 und LOX eingeleiteten Synthesewege zur
Herstellung von Prostaglandinen, Thromboxanen, Leukotrienen u.a. keine tragende Rolle
im coronaviralen Replikationszyklus in Zellkultur spielen. Zusammenfassend kann also
festgehalten werden, dass weder die Bildung von Arachidonsdure, noch die aus diesem
Intermediat gebildeten Gewebshormone am coronaviralen Replikationszyklus beteiligt
sind.

Neben der enzymatischen Aktivitit von cPLA2a konnte auch die Insertion des
hydrophoben Bereiches der C2-Domiéne von cPLA2a eine Auswirkung auf die
Lipidzusammensetzung der betreffenden Membran bewirken. Dies wiederum konnte zu
einer Kriimmung und Invagination der Membran fiihren. Eine durch Insertion der C2-
Doméne initiierte Kriimmung der Membran wurde unter anderem als Mechanismus
diskutiert, der bei der Phagosomenbildung in Makrophagen beteiligt sein konnte (160,
161). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass dieser Mechanismus auch an der
Bildung von DM Vs beteiligt sein konnte.

Neben den bereits angesprochenen Optionen ist ebenfalls bekannt, dass cPLA2a durch
die Bildung von LPLs einen direkten membranmodulierenden Einfluss hat (162, 163).
Um dies ndher zu untersuchen, wurde eine Lipidomanalyse von infizierten Zellen

durchgefiihrt, welche im nachfolgenden Kapitel diskutiert wird.

4.5 Infektionsbedingte Verinderungen des Lipidoms

Wie bereits ausgefiihrt, nutzen Virusinfektionen zellulire Membranen in vielfiltiger
Weise und beeinflussen auch den Lipidmetabolismus der Zelle. So fithren bereits die
ersten Schritte im Lebenszyklus (Bindung und Aufnahme der Virionen) zu
Veridnderungen der Lipidkomposition der Plasmamembran (143). Bei +RNA-Virus-
Infektionen kommt es anschlieend zu umfangreichen Umstrukturierungen intrazelluldrer
Membranen, die zur Bildung von ROs fithren. Auch fiir die spitere ,,Verpackung® von
viralen Nukleokapsiden in Viruspartikel (z. B. durch Ausknospungen an Membranen des
Golgi-Komplexes oder der Plasmamembran) oder bei Fusionsereignissen zwischen
Membranen und virushaltigen (Transport-)Vesikeln sind strukturelle Anderungen von
Membranen erforderlich. Ein GroBteil dieser strukturellen Anderungen ist vermutlich mit
Anderungen in der Lipid- und Proteinzusammensetzung der beteiligten Membranen

verkniipft (142, 143, 164). Die Grundstruktur einer Biomembran besteht aus einer




Vielzahl an unterschiedlichen amphipolaren

Lipiden, die zusammen eine
Lipiddoppelschicht bilden. Thre
Hauptbestandteile sind Phospholipide,
Cholesterol  und  Glykolipide, wobei

Phospholipide den groBten Anteil an Lipiden
in einer Membran darstellen. Aufgrund ihres
chemischen Grundgeriistes konnen hier zwei
Gruppen unterschieden werden:
Phosphoglyzeride (z.B. Phosphatidylcholin)
und Sphingomyelin (Abb.31). Letzteres kann
durch die Abspaltung des Phosphorylcholins
durch Sphingomyelinasen in das Sphingolipid

Ceramid umgewandelt werden (165).
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Abbildung 31. Schematische Darstellung der
zwei Phospholipid-Gruppen. Phosphoglyzeride
besitzen zwei Fettsduren, welche am Glyzerin
verestert  vorlieren. Die Bezeichnung des
jeweiligen Phospholipides richtet sich hierbei nach
der Kopfgruppe. Sphingomyelin besitzt
dahingegen nur eine Fettsdure, die iiber eine
Amidbindung mit dem Sphingosin, einem
langkettigen Aminoalkohol, verbunden ist.

In dieser Arbeit wurden Verdnderungen des Lipidprofils bei Coronavirus-Infektionen
untersucht, um mogliche Hinweise fiir eine Beteiligung spezifischer Lipide an der
Bildung CoV-induzierter DMVs zu erhalten. Hierfir wurde als Kontrolle UV-
inaktiviertes Coronavirus verwendet, welches an die Zielzelle bindet und endozytiert
wird, jedoch nicht mehr replizieren kann. Somit wurden Lipidverdnderungen, die durch
die Bindung des Virus an die Zelle und die nachfolgende endozytotische Aufnahme
ausgelost werden  (kOnnten), abgegrenzt von  Verdnderungen, die von
replikationskompetenten Viren hervorgerufen werden. Abb. 21 zeigt die Verdnderungen
der einzelnen Lipidklassen wéhrend einer HCoV-229E-Infektion von Huh-7-Zellen.
Auffillig war, dass eine Behandlung mit UV-inaktiviertem HCoV-229E nur zu
geringgradigen Anderungen im Lipidom der Zelle fiihrte. Dies lisst den Schluss zu, dass
die in anderen Experimenten beobachteten Verdnderungen der einzelnen Lipidklassen

iiberwiegend als Folge einer aktiven Virusreplikation anzusehen sind.

4.5.1
Phosphatidylcholin ist das hiufigste Phospholipid in biologischen Membranen und trigt

Phosphatidylcholin

ein Cholin-Molekiil als Kopfgruppe (165). Fiir Phosphatidylcholin wurde ein etwa 1,2-
facher Anstieg in infizierten Zellen gemessen. Ahnliche Ergebnisse sind auch fiir andere
+RNA-Viren berichtet worden.
Phosphatidylcholin-Gehalts fiir DENV-infizierte Moskitozellen (C6/36) (73), Poliovirus-

So sind beispielsweise Anstiege des zelluldren
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infizierte HeLa-Zellen (166, 167) sowie Brommosaikvirus-infizierte Hefezellen
beschrieben worden (73, 168).

Zhang et al. (168) beschrieben, dass Phosphatidylcholine in Brommosaik-Virus-
infizierten Hefezellen sowie Poliovirus-infizierten HeLLa-Zellen und HCV-infizierte Huh-
7-Zellen am Ort der viralen Replikation akkumulieren und mit Markern fiir virale RTCs
kolokalisieren. Dies konnte jedoch nicht fiir DENV-infizierte Huh-7-Zellen bestitigt
werden (168). Diese Daten unterstiitzen einen Zusammenhang von Phosphatidylcholin
mit replikativen Organellen, und es liegt nahe, eine dhnliche Funktion fiir die in CoV-
infizierten Zellen hochregulierten Phosphatidylcholine zu vermuten. Dies wird zusétzlich
durch  eine  genauere  Untersuchung der  verschiedenen  hochregulierten
Phosphatidylcholin-Spezies gestiitzt (Anhang Abb. 36), in der gezeigt werden konnte,
dass sich der Anstieg des zelluliren Phosphatidylcholin-Gehalts insbesondere auf
Phosphatidylcholin-Varianten mit mehrfach ungesittigten Fettsduren konzentrierte.

Dieses Ergebnis wird im Abschnitt 4.7 weiter ausgefiihrt.

4.5.2 Phosphatidylglyzerin

Das Glycerophopholipid Phosphatidylglyzerin ist ein in relativ geringen Mengen
gebildetes Lipid, das etwa 1 % der Gesamtphospholipidmenge umfasst.
Phosphatidylglyzerin wird bevorzugt im Gewebe der Atemwege gebildet, wo es bis zu 5-
17 % der Lipidmasse ausmacht. Phosphatidylglyzerin ist wesentlicher Bestandteil des
Surfactant der Lunge und trigt somit malgeblich zur strukturellen Stabilisierung der
Alveoli bei. Weiterhin spielt Phosphatidylglyzerin vermutlich eine Rolle in der
angeborenen Immunabwehr (169). Des Weiteren stellt Phosphatidylglyzerin einen
Vorldufer von Cardiolipin dar, welches ausschlieBlich in Mitochondrien vorkommt und
essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Aktivitit der Atmungskette ist (170). Zudem sind
Phosphatidylglyzerin und Cardiolipin ~ wichtige  Regulatoren  verschiedenener
Signaltransduktionswege. Unter anderem ist Phosphatidylglyzerin auch ein potentieller
Aktivator der Proteinkinase-C-Familie (171, 172). Diese wenigen Beispiele fiir die
ausgesprochen vielfiltigen Funktionen dieser Lipidklasse zeigen bereits, dass weitere
Studien erforderlich sind, um die moglichen funktionellen Implikationen des gefundenen
1,5-fachen Phosphatidylglyzerin-Anstieges in der verwendeten Hepatomzelllinie Huh-7
fiir die HCoV-229E-Replikation zu definieren.




4.5.3 Ceramid

Der stirkste infektionsbedingte Anstieg konnte fiir die Gruppe der Ceramide beobachtet
werden. Hierbei zeigte sich ein ca. 1,7-facher Anstieg der zelluliren Konzentration von
Ceramiden zum Zeitpunkt 12 Std. p. i.. Interessanterweise zeigt sich ein vergleichbarer
Anstieg der Ceramide (ca. 2,2-fach) auch in einer fritheren Studie mit DENV-infizierten
C6/36-Zellen (73). Es bleibt zu untersuchen, ob dieser Anstieg Teil einer zelluldren
Antwort auf die Virusinfektion ist und/oder aber wichtig fiir eine effiziente
Virusreplikation ist. Ceramid moduliert als sekundédrer Botenstoff Apoptose- und
Autophagieprozesse (173). Wihrend des programmierten Zelltods akkumulieren
Ceramidmolekiile in mitochondrialen Membranen und bilden dabei Protein-permeable
Ceramid-Tunnel aus, die die Translokation proapoptotischer Enzyme ins Zytoplasma
ermoglichen (174). Uberdies aktiviert Ceramid direkt die Endopeptidase Cathepsin D,
welche anschlieBend das proapoptotische Protein BID spaltet. Ein dabei gebildetes BID-
Spaltprodukt triagt zur Aktivierung der Caspasen 9 und 3 bei, wodurch ebenfalls Apoptose
ausgelost wird (175, 176). Zahlreiche Studien belegen, dass erhohte Ceramid-Mengen in
den verschiedensten Zelltypen wihrend der mitochondriellen Phase der Apoptose
vorliegen (177-179). Da es sich bei Coronaviren um lytische Viren handelt, fiihrt eine
Infektion der Wirtszelle zwangsldaufig zum Zelltod, welcher aktiv durch Virus-induzierte
Apoptose oder passiv durch Nekrose hervorgerufen wird. Es ist somit nicht
auszuschliefen, dass infektionsbedingte Veridnderungen des zelluldren Ceramid-Spiegels
in infizierten Wirtszellen Ergebnis einer induzierten Apoptose sind.

Zudem sind Ceramide an Autophagieprozessen beteiligt. Ceramid unterbindet die
Aktivierung von Akt/PKB oberhalb von mTOR (180), welches aktiv Autophagie-
Prozesse unterdriickt. Des Weiteren fiihrt eine deregulierte Ceramid-Homdostase zu ER-
Stress, welcher wiederum Autophagie begiinstigt (181). Eine Beteiligung von Autophagie
an der Virus-induzierten Bildung von DMVs ist in der Literatur kontrovers diskutiert
worden. Aufgrund der Ahnlichkeit von DMVs mit Autophagosomen wurde zunichst eine
Kolokalisation des Autophagosom-Markers LC3 mit SARS-CoV-induzierten replikativen
Strukturen in Vero-Zellen beschreiben (182). Dieses Ergebnis konnte jedoch von anderen
nicht reproduziert werden (80). Ebenso konnte eine Beteiligung des Autophagieproteins-5
in der SARS-CoV Replikation, welche zuvor postuliert wurde (82), nicht reproduziert
werden (83, 183). Es wurde aulerdem berichtet, dass Coronaviren in Autophagieprotein-
7-defizienten Zellen effizient replizieren konnen, wohingegen in LC3-defizienten Zellen

keine Virusreplikation nachgewiesen werden konnte (50). Aufgrund der Verwendung von
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sehr verschiedenen Zelllinien, Viren und Markern in diesen Studien ist zum
gegenwirtigen Zeitpunkt keine klare Aussage zur Bedeutung von Autophagieprozessen
fiir die Coronavirus-Replikation moglich. Vermutlich scheint aber die Bildung von LC3-
positiven Vesikeln (EDEMosomen), welche an der ER-assoziierten Proteindegradation
(ERAD) beteiligt sind, eine Rolle in der DMV-Bildung zu spielen (50, 184). Inwieweit
diese Prozesse jedoch eine Ceramid-Beteiligung voraussetzen, bedarf weiterer
Untersuchungen.

Zudem konnten Ceramide auch aktiv in Virus-modulierte Membranprozesse eingreifen.
Ceramide sind kegelformig und begiinstigen negative Membrankriimmungen (185),
welche ebenfalls zu Bildung von DMVs und/oder EDEMosomen benétigt werden
konnten. Ein Unterstiitzung fiir diese Hypothese bietet eine Studie mit West-Nil-Virus-
infizierten Zellen, in der gezeigt werden konnte, dass intrazelluldres Ceramid relokalisiert,
um in West-Nil-Virus-induzierte ROs eingebaut zu werden (186). Weitere
Untersuchungen zur moglichen Rolle von Ceramid bei Infektionen mit HCoV-229E und
anderen +RNA-Viren in Zellkulturmodellen werden zurzeit am Institut fiir medizinische
Virologie in Gieflen und in Zusammenarbeit mit dem Forschungszentrum Borstel (PD Dr.

Dominik Schwudke) durchgefiihrt.

4.6 Rolle von Lysophospholipiden als Membranmodulatoren in

Coronavirus-infizierten Zellen

Interessanterweise konnte im Zuge der Lipidomanalyse auch eine Anreicherung von
LPLs in infizierten Zellen festgestellt werden. Generell kommen LPLs nur in geringen
Mengen in biologischen Membranen vor und spielen eine Rolle bei Membran-Membran-
Interaktionen sowie bei Membran-Umstrukturierungen (187). Ein Beispiel hierfiir ist die
cPLA2a-induzierte Spaltung von Phospholipiden, wodurch LPLs gebildet werden, welche
einen direkten Einfluss auf die Membranstruktur haben (102).

Dieser Effekt kann durch die ,.Bilayer-Couple-Hypothese* erkldart werden (188). Sie
beschreibt, dass die Phospholipide der beiden Schichten eines Bilayers so miteinander
verbunden sind, dass Verdnderungen in einer der beiden Lipidschichten, z. B. die
Insertion eines LPL-Molekiils, eine strukturelle Anpassung (Biegung) des gesamten
Bilayers bewirkt (189, 190). Die Spaltung von Phosphoglyzeriden durch cPLA2a fiihrt zu
einer Konversion von zylindrischen Phosphoglyzeriden zu kegelférmigen

Lysophospholipiden in einer Lipidschicht des Bilayers. Dies konnte eine




Membrankriimmung induzieren, welche die Bildung von vesikuldren Strukturen auslésen

konnte (Abb. 32) (102, 163, 191, 192).

cPLA2a
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Abbildung 32 Schematische Modell der durch die Enzyme cPLA2a und der Lysophosphatidat-Acyltransferase
(LPAT) hervorgerufenen Membranverinderungen. Die Hydrolyse von Phospholipiden konnte zu einer lokalen
Konzentration von LPLs, welche positive Membrankriimmung begiinstigen, fithren. Diese Membrankriimmung konnte
eine Tubulierung oder Vesikulierung initiieren. Eine Acylierung durch LPAT revertiert diesen Vorgang (modifiziert
von Brown et al. 2003(102)).

Fir diese Hypothese spricht, dass artifiziell hinzugegebenes Phosphatidylcholin nach
anschlieBender Spaltung durch cPLA2a und endozytotischer Aufnahme der gebildeten
LPLs mit den coronaviralen RTCs kolokalisieren. Wie in Abb. 20 dargestellt,
kolokalisiert ein Grofiteil der dsSRNA-Signale mit den gebildeten LPLs, wobei jedoch
nicht alle LPLs mit dsRNA kolokalisieren. Dies deutet darauf hin, dass auch andere
Zellkompartimente LPLs zur Bildung und Erhaltung vesikuldrer Strukturen bendotigen.
Das gilt beispielsweise fiir intrazellulire LDs und CD59-haltige Endosomen (152, 193).
Letztere verdndern durch eine cPLA2a-Inhibition ihre Struktur von vesikulédr zu tubulidr
(152), was auf einen direkten Zusammenhang von LPLs und dem Grad der
Membrankriimmung hindeutet.

Einschrinkend muss jedoch gesagt werden, dass durch die artifizielle Zugabe von PC-A2
die relativen Verhéltnisse verschiedener Lipidklassen im Lipidom verschoben wurden, so
dass dieses System nur einen weiteren Hinweis (nicht jedoch Beweis) fiir eine mogliche
Beteiligung von LPLs an der Bildung von DMVs bieten kann. Um ein besseres
Verstindnis der Lipidkomposition wiéhrend einer Coronavirus-Infektion zu erhalten,
wurden die Lipidprofile infizierter und uninfizierter Zellen einer detaillierten
vergleichenden Analyse unterzogen, wobei das Hauptaugenmerk auf Verdnderungen im

LPL-Gehalt lag.
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Als Kontrolle wurden uninfizierte, unbehandelte Huh-7-Zellen verwendet sowie Zellen,
die mit einem UV-inaktivierten HCoV-229E inkubiert worden waren. Wie in Abb. 22 und
23 ersichtlich, unterscheidet sich der LPE-, LPI-, LPC- sowie Gesamt-LPL-Gehalt in
uninfizierten, unbehandelten Zellen nicht signifikant von den mit UV-inaktiviertem Virus
behandelten Zellen. Das ldsst den Schluss zu, dass ,,prareplikative Interaktionen® des
Virus mit der Zelle keinen gravierenden Einfluss auf die Gesamt-LPL-Menge haben oder
das dieser Einfluss zum Zeitpunkt 12 Std. p. i. nicht mehr nachgewiesen werden kann.
Die Daten zeigen auBerdem, dass verschiedene LPL-Klassen in HCoV-229E-infizierten
Zellen zum Zeitpunkt 12 Std. p. i. signifikant erhoht vorlagen (Abb. 22).

Um genauere Einblicke in die LPL-Verdnderungen infizierter und Py-2-behandelter
Zellen zu erhalten, wurde die Gesamtheit der LPLs untersucht (Abb. 23). Eine
zehnstiindige Inhibitorbehandlung mit Py-2 reduzierte den LPL-Gehalt signifikant um ca.
30 %. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Infektion mit HCoV-229E zum Zeitpunkt 12 Std. p.
i. zu einem signifikanten (ca. 30 %igen) Anstieg von LPLs in Huh-7-Zellen. Der Virus-
bedingte LPL-Anstieg konnte durch eine gleichzeitige Hemmung der cPLA2a-Aktivitét
mit Py-2 unterbunden werden, sodass sich die LPL-Menge in behandelten, infizierten
Zellen nicht signifikant von der unbehandelten, uninfizierten Kontrolle unterschied.
Dieses Ergebnis kann als weiterer starker Hinweis auf eine mogliche Beteiligung der
cPLA20-induzierten LPLs an der HCoV-229E-Replikation und, zusammen mit anderen
Daten, auch der DMV-Bildung gewertet werden. LPLs konnen daher als ein wichtiger
(jedoch nicht alleiniger) Faktor angesehen werden, der zur Morphogenese CoV-

induzierter DM Vs beitragen konnte.

4.7 ER-Membranen als moglicher Membrandonor fiir coronavirale

Doppelmembranvesikel
Phospholipide in ER- und Golgi-Membranen werden in nicht-neuronalen Zellen
priferenziell von cPLA2a gespalten (194-196). Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten
legten daher nahe, dass die Lipaseaktivitdt und die damit einhergehende Insertion von
LPLs an spezifischen Organellmembranen zur Formierung von vesikuldren Strukturen
fiihren konnte. Um den Ursprung dieser Virus-induzierten Membranvesikel zu
untersuchen, wurden Kolokalisationstudien mit Markern fiir coronavirale DMVs (nsp8
und dsRNA) und Markern fiir verschiedene zelluldre Organellen (ERGIC-53, ERp72,
LAMPI1, RCASI) verwendet. Hierbei konnte die geringste Kolokalisation mit LAMPI1,




einem Marker fiir Lysosomen, festgestellt werden (ca. 5 %). Wie bereits diskutiert, finden
sich in der Literatur widerspriichliche Informationen zur moglichen Involvierung von
Lysosomen/Autophagosomen an der Bildung coronaviraler RTCs (82, 83). Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen Studien von HCoV-229E-infizierten
Zellen sprechen jedoch eindeutig gegen eine Beteiligung von lysosomalen LAMPI-

positiven Membranstrukturen an der Bildung Virus-induzierter DM Vs.

Eine distinkte Verteilung des LAMPI1-Signals und (i) nsp3 in SARS-CoV-infizierten
Vero-E6-Zellen (80), (ii) der papaindhnlichen Protease in MHV-infizierten murinen
17CL-1-Zellen (197) (iii) sowie dsRNA in MERS-CoV-infizierten Huh-7-Zellen (Daten
nicht gezeigt) unterstreichen zudem, dass bei Vertretern unterschiedlicher Coronavirus-
Spezies lysosomale Membranen keinen erkennbaren Beitrag zur Bildung von DMVs

leisten.

In HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen konnte eine partielle Kolokalisation des RTC-
Markers nsp8 mit ERGIC-53 (ca. 12,5 %) nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
konnte fiir SARS-CoV-infizierte Vero E6-Zellen eine vollstindige Separation der
ERGIC-53- und nsp3-Signale beobachtet werden (80). In MHV-infizierten DBT-Zellen
kolokaliserten ERGIC53-positive Strukturen hingegen mit dem Strukturprotein M, jedoch
auch in einem spiten Stadium des Replikationszyklus mit der viralen Helikase (nsp13),
was als Hinweis auf eine rdumliche Kopplung von viraler RNA-Synthese und
Partikelmorphogenese gewertet wurde (198). In keiner dieser Studien wurde jedoch eine
iiberzeugende Kolokalisation von Komponenten des viralen RTC mit dem ERGIC zu
einem frithen oder mittleren Replikationszeitpunkt beschrieben. Die fiir HCoV-229E
gewonnenen Daten befinden sich somit im Einklang mit Studien anderer Coronaviren und

sprechen gegen eine maflgebliche Rolle des ERGIC als Membrandonor fiir DM Vs.

Zusitzlich wurde der Golgi-Marker RCAS1 verwendet. Signale fiir dsRNA-positive
Strukturen ergaben eine partielle Kolokalisation von ca. 15 % mit RCASI-positiven
Strukturen. Fiir SARS-CoV-infizierte Vero E6-Zellen, die transient ein Golgi-Komplex-
assoziiertes eGFP exprimierten, konnte eine deutliche Trennung der Signale fiir die virale
Helikase nsp13, die ebenfalls Teil des RTC ist, und ,,EGFP-Golgi*“ beobachtet werden
(80). Widerspriichliche Daten wurden hingegen fiir MHV publiziert: Wihrend in 17CL-1-
Zellen keine Kolokalisation von MHV-Nichtstrukturproteinen und viraler RNA mit

Proteinen des Golgi-Apparats gefunden wurde, gab es in HeLLa-Zellen Hinweise auf eine
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solche Kolokalisation mit dem Golgi-Apparat (197). Wie bereits fiir das ERGIC erlautert,
ist eine rdumliche Nédhe zwischen den Orten der Virusmorphogenese und der aktiven
RNA-Synthese keineswegs abwegig und konnte in unterschiedlichen Zelltypen
unterschiedlich stark ausgeprigt sein. Hinweise fiir eine solche rdumliche Nihe von
Virus-haltigen Vesikeln bzw. Virus-positiven Golgi-Strukturen mit Virus-induzierten
DMVs  ergaben auch einige der in dieser  Arbeit  durchgefiihrten
elektronenmikroskopischen Studien mit HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen (Anhang

Abb. 35), die in zukiinftigen Experimenten bestitigt und erweitert werden sollen.

Abschlieend zeigten replikative Strukturen die am stirksten ausgeprigte Kolokalisation
mit ER-Strukturen, welche mit dem Marker ERp72 visualisiert wurden. Dies war in
dhnlicher Weise fiir SARS-CoV-infizierte Vero-E6-Zellen gezeigt worden (132). Hierbei
kolokalisierte virales nspl3 mit dem ER-Marker PDI sowie mit einem heterolog
(transient) exprimierten ,,pECFP-ER*-Signal sowohl 6 Std. als auch 9 Std. p. i.. Eine
zentrale Schlussfolgerung aus diesen Daten war, dass sich die SARS-CoV-
Replikationsmaschinerie in umstrukturierten Subkompartimenten des ER befindet (132).
Diese Vermutung wurde auch durch tomographische Studien des SARS-CoV-induzierten
retikovesikuldren Netzwerks unterstiitzt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die dulere
Membran der DMVs mit Ribosomen dekoriert vorliegt, was auf eine Beteiligung des
rauen ERs hinweist (49). Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir EAV (Arteriviridae)
gemacht (51). Fir MHV-infizierte murine 17CL-1-Zellen wurde eine partielle
Kolokalisierung von BrUTP-markierter RNA und einigen viralen RTC-Proteinen mit ER-
Strukturen nachgewiesen (197). Fiir das Gammacoronavirus 1BV, welches neben den
DMVs sogenannte Spherulen fiir die Verankerung der viralen RTCs induziert, konnte in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Nachweis fiir eine direkte Verbindung
zwischen dem ER und den Virus-induzierten Spherulen erbracht werden, obwohl in
diesem Fall keine Kolokalisation von dsRNA mit ER-Markern in der
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnte (66).

Die in dieser Studie durchgefiihrten elektronenmikroskopischen Untersuchungen HCoV-
229E-infizierter Zellen ergaben keine iiberzeugenden Hinweise fiir eine Verbindung von
DMVs mit Membranen des ER. Im Gegensatz zu den oben erwihnten SARS-CoV- und
EAV-induzierten retikuliren Netzwerken konnten in HCoV-229E-infizierten Huh-7-
Zellen keine Ribosomen auf der dufleren, dem Zytosol zugewandten Seite der DMVs

detektiert werden (Abb.16 und Anhang Abb.35). Ebenfalls konnten nur unschliissige




Beobachtungen zur Verbindung von DMVs untereinander auf Grundlage der 2D-TEM-
Bilder getroffen werden. Um genauere Aussagen zu einer moglichen Verbindung von
HCoV-229E-DMVs untereinander sowie mit Membranen des ER treffen zu konnen, wird
derzeit eine 3D-Tomographie-Studie der induzierten HCoV-229E-DMVs in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Paul Walther (Zentrale Einrichtung fiir
Elektronenmikroskopie der Universitdit Ulm) durchgefiihrt. Hierbei sollen auch die
erhaltenen Hinweise auf eine rdumliche Nachbarschaft der viralen RNA-Synthese und der
Viruspartikelbildung validiert und konkretisiert werden.

Auf der Grundlage der durchgefiihrten Fluoreszenzmikroskopie-Studien ist eine
endgiiltige Aussage zur Involvierung spezifischer Organellmembranen an der Bildung
von ROs nur in begrenztem Umfang moglich. Es sollte auch bedacht werden, dass die
gefundenen fluoreszenzmikroskopischen Unterschiede in der Kolokalisation von
zellularen Organellen mit Komponenten der RTCs verschiedener Corona- und anderer
Nidoviren (s. o0.) auch in der Verwendung verschiedener (i) Zelllinien, (i) zelluldrer
Marker, (ii1) viraler Nichtstruktur- und Strukturprotein-spezifischer Antikorper und (iv)
Untersuchungszeitpunkte p. i. liegen konnten. AuBBerdem gilt es als wahrscheinlich, dass
Coronaviren (einschlieBflich HCoV-229E) nicht nur die bereits vorhandenen
Organellmembranen fiir die RO-Bildung nutzen, sondern auch neu gebildete Membranen,
deren Produktion eine Neusynthese von Membranlipiden erfordert. Diese Hypothese
wird durch die beobachtete antivirale Wirkung von Inhibitoren der Neusynthese von
Fettsdauren nachdriicklich unterstiitzt (Angelini et al., nicht publiziert).

Trotz der gefundenen Unterschiede im Detail, gibt es jedoch in den zitierten Studien
(einschlieBlich der vorliegenden Arbeit) ausreichend iibereinstimmende Hinweise, um
eine Involvierung von ER-Membranen bei der Bildung nidoviraler Replikationskomplexe
postulieren zu konnen. Ein weiterer Hinweis fiir die Beteiligung von ER-Membranen an
der HCoV-229E-Replikation ergab die Lipidomanalyse, die eine Anreichung von
zellularen Phosphatidylcholinen in infizierten Zellen nachweisen konnte (Anhang Abb.
36). Hierbei konnte insbesondere gezeigt werden, dass mehrfach ungesittigte
Phosphatidylcholine 12 Std. p. i. in infizierten Huh-7-Zellen hochreguliert vorlagen.
Mehrfach ungesittigte Phosphatidylcholine sind vor allem in ER-Membranen oder ER-
abgeleiteten Membranen anzutreffen (199). Ein dhnlicher Anstieg von mehrfach
ungesittigten Phosphatidylcholinen konnte auch in einer Lipidomanalyse DENV-
infizierter C6/36-Zellen beobachtet werden (73). Hierbei ist wichtig, zu erwihnen, dass

die DENV-induzierten replikativen Organellen vermutlich ebenfalls aus ER-Membranen
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gebildet werden (200). Gesittigte Phosphatidylcholine sind dafiir bekannt, planare
Membranen auszubilden, wohingegen ungesittigte Phosphatidylcholine Kriimmungen in
der Membran induzieren, die zur Bildung von vesikuldren ROs beitragen konnten (201).
Des Weiteren besitzen Membranen, die reich an ungesittigten Phosphatidylcholinen sind,
eine hohere Fluiditdt im Vergleich zu rigiden Membranenstrukturen, die typischerweise
mit Cholesterol und Sphingomyelin angereichert sind (202). Auch solch eine erhohte
Membranfluiditit konnte eine unterstiitzende Wirkung haben auf die in Coronavirus-

infizierten Zellen stattfindenen Membran-Restrukturierungsprozesse.

Zusammenfassend lédsst sich folgendes Modell definieren, welches die Rolle von cPLA2a
bei der Bildung Virus-induzierter ROs beleuchtet. Im Infektionsverlauf bindet cPLA2a an
ER-Membranen, welche vermutlich der wichtigste Donor fiir die DMV-Bildung
bendtigten Membranen ist oder sich zumindest in unmittelbarer Nachbarschaft zu den
initial gebildeten RTCs befindet. In den ER-Membranen spaltet cPLA2a
membranstindige Phospholipide und generiert dabei kegelformige LPLs. Diese
akkumulieren in der dem Zytoplasma zugewandten Schicht der ER-Doppelmembran, was
wiederum zu einer Kriimmung und Invagination der Membran fiihrt. Daraus resultierend
konnte sich dann das retikulovesikuldare Netzwerk bilden, welches aus zahlreichen DM Vs
und den bei einigen Viren vorhandenen CMs besteht, die vermutlich untereinander, aber
auch mit dem ER, in Verbindung stehen. Dieses hypothetische Model ist in Abbildung 34

schematisch dargestellt.
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Abbildung 33. Schematische Darstellung der strukturellen Verinderungen, die als Folge der cPLA2a-
vermittelten LPL-Produktion zur Membrankriimmung und zur Vesikel- und DMV-Bildung fiihren. Die Spaltung
spezifischer Phospholipide in einer ER-Membran fiihrt zur Bildung Kegel-formiger LPLs (in rot dargestellt) in einer
Membranschicht. Diese konnten eine Kriimmung induzieren, die zu einer Invagination und Vesikulation fiihrt, welche
den Ausgangspunkt fiir die Bildung des retikoluvesikuldren Netzwerks bilden konnte. Fiir die Biogenese coronaviraler
DMVs werden zwei Mechanismen vorgeschlagen, welche hier vereinfacht dargestellt sind. Die eingezeichneten Linien
reprasentieren jeweils eine Membran. Das Paaren und gleichzeitige Kriimmen von ER-Membranen konnte zu einer
DMV-Bildung fiihren. Dieser Vorgang wird als ,.Einwickeln* (engl. enwrapping) bezeichnet. Ein alternativer
Mechanismus bezeichnet die ,,Doppel-Knospung™ von ER-Membranen. Hierbei wird ein Einzelmembran-Vesikel
gebildet, der durch das ER Lumen beim Ausknospen seine zweite, duflere Membran (in gelb dargestellt) erhilt. Zudem
konnte auch die spezifische Anordnung von mehrfach ungesittigten Phosphatidylcholinen (in dunkelgrau dargestellt)
zur Kriimmung und nachfolgenden Vesikulation beitragen (nach Brown et al. 2003 (102) und van de Hoeven et al.

(65)).
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Uberdies konnten aber auch noch weitere Lipide, z.B. mehrfach ungesittigte
Phosphatidylcholine, Ceramide etc. und/oder zellulidre/virale Proteine (z.B. nsp3.,4,6)
einen Einfluss auf die DMV-Bildung haben. Um diese Fragestellung zu beantworten, ist
eine genaue Analyse des Lipidprofils der isolierten DM Vs zwingend erforderlich. Hierfiir
wird zurzeit eine Methode entwickelt, die es ermoglichen soll, Virus-induzierte DMVs
aus Zelllysaten zu isolieren und einer anschlieBenden Lipid-(und Protein-)analyse

zuzufiihren.

4.8 cPLA2q ist kein generell erforderlicher Wirtsfaktor fiir +RNA -

Virus-Infektionen
Wie bereits mehrfach ausgefiihrt, induzieren die meisten +RNA-Viren komplexe
intrazellulare Membranstrukturen, an denen die virale RNA-Replikation stattfindet. Aus
diesem Grund lag die Frage nahe, ob neben HCoV-229E auch andere RNA-Viren
cPLA2a zur Bildung ihrer ROs verwenden (Abschnitt 3.6). Die mogliche Abhéngigkeit
von diesem Wirtsfaktor wird im folgenden Abschnitt fiir unterschiedliche Virusfamilien

diskutiert.

4.8.1 Flaviviridae

Der cPLA2a-Inhibitor Py-2 inhibiert die HCV- und DENV-Replikation, jedoch offenbar
auf unterschiedlichem Wege (84). Interessanterweise zeigte auch hier eine COX1/2-
Inhibition keinen Einfluss auf die HCV-Replikation. Im Gegensatz zu den in Abschnitt
3.4.2 beschriebenen Ergebnissen wurde jedoch bei Zugabe von Arachidonsdure [20:4],
trotz gleichzeitiger Py-2-Gabe, die HCV-Virusreplikation wiederherstellt (84). Eine
Zugabe von ungesittigten Fettsduren, die nicht der Arachidonséure-typischen Verteilung
20:4 entsprachen, konnte die Virusreplikation nicht wiederherstellen. Dies deutet auf eine
gewisse Arachidonsidure-Abhingigkeit der HCV-Replikation hin. Eine &dhnliche
Abhingigkeit konnte fiir Coronaviren in der vorliegenden Studie nicht bestétigt werden.
Weiterhin ist in der Literatur ein Anstieg des LPL-Spiegels in HCV- und DENV-
infizierten Zellen beschrieben worden, dhnlich der in dieser Studie erhaltenen Befunde fiir
eine HCoV-229E-Infektion (73, 203). Entgegen der fiir HCoV-229E erhaltenen
Ergebnisse (Abschnitt 3.3.2.) zeigten Menzel et al. (84), dass eine Py-2-vermittelte
cPLA20-Inhibition keinen erkennbaren Einfluss auf die DENV- und HCV-RNA-Synthese
hatte. Dies schlie3t eine ma3gebliche Rolle der cPLA2a-Aktivitéit an der Bildung DENV-
und HCV-induzierter ROs aus. Stattdessen wurde gezeigt, dass Py-2 die Neusynthese




viraler HCV-Partikel beeintrichtigte. HCV und vermutlich auch DENV benétigen LDs
fir die Morphogenese neuer Virionen (204, 205). An diesen LD-Membranen
akkumulieren virale Kapsidproteine, was vermutlich die Verpackung der viralen RNA
einleitet (205). Wie bereits angesprochen (Abschnitt 4.2), fithrt eine cPLA2a-Inhibition
zu einer Reduktion der LDs (154), wodurch offenbar die HCV-Enkapsidierung und der
Viruszusammenbau gestort wird.

Ein vergleichbarer antiviraler Effekt von Py-2 konnte fiir einen weiteren Vertreter der
Flaviviridae, das Gelbfiebervirus, nicht bestitigt werden (Beate Kiimmerer, Bonn,
personliche Mitteilung). Einschrinkend muss hier jedoch erwidhnt werden, dass die
Wirkung von Py-2 lediglich in einem Replikon-System, nicht jedoch mit dem Virus
selbst, getestet wurde. Eventuelle inhibitorische Effekte auf die Viruspartikelbildung, wie
sie fiir andere Flaviviridae gezeigt wurden (s. 0.), konnen in solch einem Testsystem nicht
erfasst werden.

Neben den bereits untersuchten Mitgliedern der Flaviviridae wurden in dieser Arbeit
noch einige andere Viren in die Inhibitor-Studie einbezogen. Dabei sollte die Frage
beantwortet werden, ob cPLA2a moglicherweise einen fiir unterschiedliche Virusfamilien

erforderlichen Wirtsfaktor darstellt.

4.8.2  Coronaviridae

Neben HCoV-229E wurde ein weiteres Coronavirus, das MERS-CoV, in die Studie
einbezogen. Durch seine hohe Pathogenitit ist MERS-CoV von besonderem
medizinischen Interesse. Es gehort zur Gattung Betacoronavirus, wihrend HCoV-229E
zur Gattung Alphacoronavirus gehort. Des Weiteren repliziert MERS-CoV im Vergleich
mit HCoV-229E deutlich effizienter in Huh-7-Zellen (10° vs. 10° pfu/ml zum Zeitpunkt
12 Std. p. 1.) und wichst bei hoheren Temperaturen (37°C vs. 33°C). Im Vergleich zu
HCoV-229E fiihrte die Zugabe von Py-2 bei gleicher Konzentration in MERS-CoV-
infizierten Huh-7-Zellen zu einer stirkeren Titerreduktion. Selbst bei einer Konzentration
von 5 uM Py-2 konnte noch eine signifikante Reduktion des MERS-CoV-Titers bestitigt
werden. Ein moglicher Grund fiir diese quantitativ unterschiedliche antivirale Wirkung
von Py-2 konnte die effizientere Replikation von MERS-CoV in Zellkultur sein, wodurch
das Virus eine hohere Abhingigkeit von der cPLA2a-Aktivitit erlangen konnte.
Zusammenfassend erlauben diese Daten die Schlussfolgerung, dass cPLA2a-Inhibitoren

eine antivirale Wirkung gegen Coronaviren verschiedener Gattungen besitzen.
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Um zu bestitigen, dass cPLA2a fiir die Replikation aller Vertreter der Nidovirales
benotigt wird, bedarf es weiterer antiviraler Testungen. Fiir diese Studien konnten
beispielsweise EAV (Arteriviridae), Cavallyvirus (Mesoniviridae) und White-bream-

Virus (Subfamilie Torovirinae) verwendet werden.

4.8.3 Togaviridae

Eine Py-2-vermittelte Hemmung der cPLA2a-Aktivitit fithrte auch zu einer verminderten
Replikation von Semliki-Forest-Virus, einem Vetreter der Togaviridae, in BHK-Zellen.
Bereits 1993 wurde von Pérez et al. (206) beschrieben, dass Semliki-Forest-Virus-
infizierte HeLLa-Zellen vermehrt Cholin und Arachidonsédure produzieren, was auf eine
Aktivierung von PLC und PLA2 in infizierten Zellen zuriickzufithren ist. Andere
konkrete Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von LPLs an der Bildung der ROs gibt
es bisher nicht. Es bleibt weiteren Analysen vorbehalten, die exakte Rolle der cPLA2a-

Aktivitit in der Semliki-Forest-Virus-Replikation zu bestimmen.

4.8.4 Picornaviridae

Die Picornaviridae sind eine weitere Famile von +RNA-Viren, die typische DMVs in
infizierten Zellen bilden. Weder fiir das humane Rhinovirus noch fiir das Poliovirus
konnten in HelLa- bzw. Vero-Zellen antivirale Wirkungen von Py-2 nachgewiesen
werden. Es bleibt zu untersuchen, ob die fiir Hel.a-Zellen beschriebenen hoheren
cPLA2a-Spiegel eventuell (noch) hohere Py-2-Konzentrationen fiir einen moglichen
antiviralen Effekt erfordert hitten (207). Da jedoch bereits die maximale nichttoxische
Konzentration fiir diese Zellen verwendet wurde, sprechen die gewonnenen Daten gegen
eine wesentliche spezifische Rolle der cPLA2a in der Replikation von Entero- und
Rhinoviren. Anderungen im Lipidstoffwechsel von Rhinovirus-infizierten Zellen sind
bisher kaum dokumentiert. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Lipidkinase
PI4KIIIP in ROs angereichert wird und an deren Bildung beteiligt sein konnte. Zudem
gibt es Hinweise, dass Cholesterol einen Einfluss auf die Bildung von Rhinovirus-
induzierten ROs hat (72, 208). Fiir Poliovirus sowie DENV, Brommosaik-Virus und
Flockhouse-Virus konnte gezeigt werden, dass im Verlauf der Infektion vermehrt
Phosphatidylcholine, die Hauptsubstrate der cPLA2a darstellen, gebildet werden (73,
167, 168, 209). Ein gleichzeitiger Anstieg der LPL-Level im Infektionsverlauf wurde
jedoch nicht beschrieben. Auch die in Abschnitt 3.6.1 beschriebenen fluoreszenzbasierten

Kolokalisationsexperimente deuten auf Unterschiede beziiglich der Bedeutung von LPLs




fir die RO-Bildung in Poliovirus- bzw. HCoV-229E-infizierten Zellen hin. In diesem
Zusammenhang ist auch die Beobachtung von Interesse, dass Poliovirus an ER-
Membranen COPII (engl. coat protein complex II)-abhidngige Transportvesikel zur
Bildung der ROs nutzt (210). COPII-Vesikel sind ca. 90-nm-gro3e Transportvesikel die
dem sekretorischen anterograden Transport von Proteinen, Lipiden und Signalmolekiilen
dienen und am rauen ER gebildet werden (211). Dieser Mechanismus konnte LPL-
unabhidngig verlaufen. Zusitzliche Informationen konnten durch Lipidanalysen

gereinigter picornaviraler DMVs gewonnen werden.

4.8.5 Orthomyxoviridae, Filoviridae und Poxviridae

Effekte von Py-2 auf die Virusreplikation wurden nicht nur bei +RNA-Viren, sondern
auch bei -RNA-Viren untersucht. Fiir Ebolavirus, ein im Zytoplasma replizierendes
—RNA-Virus, wurden in einer Kooperation mit Dr. Nadine Biedenkopf (AG Prof. Becker,
Institut fiir Virologie der Universitit Marburg) Inhibitionsexperimente unter BSL-4-
Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich kein antiviraler Effekt von Py-2 in
infizierten Huh-7-Zellen.

Auch fiir Influenza-A-Virus, ein weiteres —-RNA-Virus, das jedoch im Kern der Wirtszelle
repliziert, konnte in A459-Zellen kein antiviraler Effekt fiir Py-2 nachgewiesen werden.
Da diese beiden Viren (im Gegensatz zu +RNA-Viren) nicht dafiir bekannt sind,
Membran-assoziierte ROs zu bilden, konnen diese Daten als weiteres starkes Argument
fiir einen spezifischen (nichttoxischen) Effekt der Py-2-vermittelten cPLA2a-Inhibition
als Ursache fiir die Blockade der Coronavirus- und Togavirus-Replikation angesehen
werden.

Der Effekt von Py-2 wurde abschlieBend auch mit einem dsDNA-Virus, dem
Vacciniavirus, getestet. Vacciniavirus repliziert ebenfalls im Zytoplasma der Zelle und
bildet dort auffidllige Membranstrukturen, die aus mehreren Schichten bestehen und vom
ER umschlossen sind (63). Auch bei diesem Virus zeigte Py-2 keinen antiviralen Effekt
in infizierten Huh-7-Zellen, was die besondere Rolle der cPLA2a-Aktivitidt fiir

ausgewihlte +RNA-Viren erneut unterstreicht.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass cPLA2a kein genereller Wirtsfaktor fiir
Membran-reorganisierende Viren darstellt. Dies verwundert nicht, da angesichts der
heterogenen Morphologie sowie des unterschiedlichen Ursprungs der beteiligten RO-

Membranen die Existenz eines universellen essentiellen Wirtsfaktors fiir die Bildung
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dieser verschiedenen ROs nicht wahrscheinlich ist (212). Tabelle 8 gibt einen Uberblick

iiber alle getesteten Viren sowie bereits publizierter Daten.

Tabelle 8. Ubersicht iiber die getesteten Viren in Abhiingigkeit zum antiviralen Potenzial des Inhibitors Py-2

Virus Genom Familie Anmerkung
Humanes22C9()]5r:0naV1ms +RNA Coronaviridae /
Middle East
respiratory syndrome +RNA Coronaviridae /
coronavirus
Semliki-Forest-Virus +RNA Togaviridae /
Rhinovirus +RNA | Picornaviridae /
Poliovirus +RNA | Picornaviridae /
Vacciniavirus dsDNA Poxviridae /
Influenzavirus RNA Orthomyxo- /
A/GieBen/06/09 (HIN1) viridae
Ebolavirus -RNA Filoviridae N Bledenl.(qpf,
nicht publiziert
Gelbfieber-Virus +RNA Flaviviridae B. Kummf::r.e T, nicht
publiziert
Hepeatitis-C-Virus +RNA Flaviviridae
Dengue-Virus +RNA Flaviviridae (84)
Vesﬂ<u1are§ Stomatitis- RNA Rhabdoviridae
Virus

4.9 cPLA20 — Potentielles Ziel einer antiviralen Therapie?

In der Medikamentenentwicklung wird cPLA2a als ein potentielles Ziel zur Behandlung
entziindlicher Erkrankungen wie z. B. Asthma untersucht. Es befinden sich aktuell nur
wenige cPLA2o-Inhibitoren in klinischen Studien, obwohl intensiv an mdglichen
Kandidaten fiir eine cPLA20-Hemmung geforscht wurde. Dies liegt nicht zuletzt an den
pharmakokinetischen FEigenschaften der verfiigbaren Inhibitoren, welche eine hohe
Lipophilie voraussetzen. Dies wiederum reduziert die Loslichkeit in Wasser, was in einer

niedrigen enteralen Absorption bei oraler Applikation resultiert (213).

Ein moglicher Kandidat stellt der cPLA2-Inhibitor ZPL-5212372 der Firma Ziarco dar.
Dieser Inhibitor befindet sich gegenwdrtig in der klinischen Phase-I/II-Testung. ZPL-
5212372 zeigte eine gute Wirksamkeit in Klein- und Grofitiermodellen in entziindlichen
Atemwegs- und Hauterkrankungen und wird zurzeit an gesunden Freiwilligen untersucht,
welche die Substanz inhalieren. In Riicksprache mit Ziarco konnte dieser Inhibitor auf
sein antivirales Potential gegen CoV, vor allem hinsichtlich MERS-CoV, in primiren
Zellen untersucht werden. Somit konnte die in dieser Arbeit erarbeiteten Daten vielleicht

auch neue, konkrete Therapieoptionen fiir MERS-CoV-infizierte Patienten erdffnen.




5. Ausblick

Die in dieser Dissertation gewonnenen Daten und Erkenntnisse bieten eine Reihe
interessanter Ansatzpunkte fiir die weitere Charakterisierung von Coronavirus-induzierten
DMVs sowie anderen +RNA-Virus-induzierten ROs.

Eine nédhere Analyse des Lipidprofils von DMVs und die zweifelsfreie Identifizierung der
an der DMV/RO-Bildung beteiligten zelluldren und viralen Faktoren konnte weitere
interessante Zielmolekiile fiir zukiinftige antivirale Therapiestrategien zutage fordern.
Angesichts der unterschiedlichen Mechanismen, die man bereits jetzt fiir die
verschiedenenen +RNA-Virus-ROs  gefunden hat, erscheint es zunehmend
unwahrscheinlich, einen universell konservierten Wirtsfaktor finden zu konnen, der fiir
mehrere Virusfamilien in gleicher Weise essentiell ist. Hingegen erscheint es eher
realistisch, konservierte Enzyme, deren Aktivititen fiir die Vertreter einer ganzen Virus-
Gattung oder -Familie essentiell sind, zu finden und mit niedermolekularen Substanzen zu
blockieren. Moglicherweise konnten solche Substanzen dann auch zu klinisch
einsetzbaren antiviralen Therapeutika weiterentwickelt werden.

Fiir die weitere Charakterisierung der an der Bildung viraler ROs beteiligten Lipide und
Enzyme des Lipidmetabolismus bieten sich mehrere Analysemethoden an: Zum einen
wiirde eine umfassende Lipidanalyse isolierter DMV-Fraktionen, die zuvor iiber einen
Sucrosegradienten und unter Verwendung spezifischer Antikorper (z. B. gegen nsp3)
aufgereinigt wurden, eine genauere Charakterisierung der beteiligten Lipidkomponenten
ermdglichen. Dariiber hinaus konnten auch andere Kofaktoren, insbesondere virale und
zelluldre Proteine, welche durch die Isolierung der DMVs angereichert wiirden, durch
massenspektrometrische Analysen identifiziert werden.

SchlieBlich konnten auch Méglichkeiten einer cPLA2a-spezifischen antiviralen Therapie
zielgerichtet weiterverfolgt werden. Dies sollte dann jedoch in geeigneten Kooperationen
mit Partnern aus der pharmazeutischen Industrie erfolgen, die bereits klinische Studien

mit cPLA2a-Inhibitoren durchgefiihrt haben.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

+RNA
BHK
BSA
o

ca.

CCso

CoV
COPII
CM
COX1/2
CPE
cPLA2a

DENV
DMEM
DMSO
DMV
DNA
DPP4
dsDNA
dsRNA
EAV
ECs
ER
ERGIC
ERGIC-53
FASN
FKS
FRET

g
HAc

plus-strand (= positive-sense) RNA
Baby-Hamster-Nieren-Zellen (eng. baby hamster kidney cells)
Bovines Serum-Albumin

Celsius

zirka

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

Coronayvirus

Mantel-Protein-Komplex II (engl. coat protein complex II)
konvolute Membranen (engl. convoluted membranes)
Cyclooxygenasen 1/2

zytopathischer Effekt (engl. cyfopathic effect)

zytosolische Phospholipase A2a (engl. cytosolic phospholipase
A2q)

Denguevirus

Dulbecco‘s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Doppelmembranvesikel (engl. double membrane vesicle)
Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)
Dipeptidylpeptidase 4

doppelstrangige DNA

doppelstriangige RNA

Equines Arteritis-Virus (eng. equine arteritis virus)

Effektive Konzentration 50 % (engl. effective concentration 50 %)
endoplasmatisches Retikulum

engl. ER-Golgi-intermediate compartment

engl. ER-Golgi-intermediate compartment 53
Fettsauresynthetase (eng. fatty acid synthase)

Fotales Kilberserum
Forster/Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Gramm

Essigsdure




HCoV-229E
HCV

HRP

1ZVs

IBV

iPLA2
LAMP

LC3

LOX

LD

LPC

LPE

LPI

LPL
MERS-CoV
MHV

ml

mM

MOI

MAPK

MeOH
MDCKII
Min

nm

nM
mRNA
nsp

NTR
ORF
PBS
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humanes Coronayvirus 229E

Hepatitis-C-Virus

Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
Intrazellulidre Virionen

Infektioses-Bronchitis-Virus (engl. infectious bronchitis virus)
Kalzium-unabhéngige Phospholipase A2
Lysosom-assoziiertes Membranprotein 1
microtubule-associated protein light chain 3
Lipoxygenase

lipid droplet(s)

Lysophosphatidylcholin
Lysophosphatidylethanolamin
Lysophosphatidylinositol

Lysophospholipid

Middle-East-respiratory-syndrome Coronavirus
Mouse hepatitis virus

milliliter

millimolar

engl. multiplicity of infection

Nukleokapsid

Mitogen-aktivierte Proteinkinase (engl. mitogen-activated protein
kinase)

Methanol

Madin Derby Canine Kidney cells 11

Minuten

Nanometer

nanomolar

messenger RNA

Nichtstrukturprotein

nichttranslatierte Region

Offener Leserahmen (engl. open reading frame)
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (engl. phosphate buffered

saline)
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PC-A2

PDI
pfu

p. i

PI

PIP
PI4P
PIPAKIII
PLAI
PLA2
PLB
PLC
PLD
PM
ppla
pplab
P/S
RCASI1
RNA
RTC

RO
SARS-CoV
sPLA2
TRS

U

u.a.

z.B.

Red/Green BODIPY PC-A2 (1-O-(6-BODIPY 558/568-
Aminohexyl)-2-BODIPY FL C5-Sn-Glycero-3-Phosphocholin)
Proteindisulfidisomerase

plaque-forming units

lat. post infectionem, engl. post infection
Phosphatidylinositol

Phosphatidylinositolphosphat
Phosphatidylinositol-4-phosphat
Phosphatidylinositol-4-kinasen II1

Phospholipase A1

Phospholipase A2

Phospholipase B

Phospholipase C

Phospholipase D

Plasmamembran

Polyprotein la

Polyprotein 1ab

Penicillin/Streptomycin

engl. receptor-binding cancer antigen expressed on SiSo cells
Ribonukleinsiure (engl. ribonucleic acid)
Replikations-/Transkriptionskomplex (engl.
replication/transcription complex)

Replikatives Organell (engl. replicative organelle)
Severe-acute-respiratory-syndrome-Coronayvirus
sezernierte Phospholipase 2A
transkriptionsregulierende Sequenz

Unit

unter anderem

zum Beispiel
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8. Anhang

10 Std. p.i.

Abbildung 34. Immunfluoreszenzanalyse der zeitabhiingigen Bildung viraler RTCs in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. Huh-7-Zellen
wurden auf Deckgldschen ausgesit und mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten p. i. wurden die Zellen mir Methanol
fixiert und die RTCs mit Maus-anti-dsRNA-Antikorper (rotes Signal) nachgewiesen. Zellkerne wurden mit DAPI angefirbt (blau). Als
Negativkontrolle dienten uninfizierte Zellen. Die Abb. zeigt representative Aufnahmen von zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.
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Abbildung 35. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zelle zum Zeitpunkt
12 Std. p. i.. Huh-7-Zellen wurden auf ACLAR-Folie ausgesit und mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Die Zellen
wurden 12 Std. p. i. mit 3 % [v/v] Glutaraldehyd fixiert und weiter aufgearbeitet wie im Material-und-Methoden-Teil
beschrieben. Die elektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop Zeiss
EM912AB bei 200 kV. Im Zytoplasma der Zelle sind DMVs (*) sowie virushaltige Vesikel (weiller Pfeil) in rdumlicher
Nihe zum Golgi-Apparat (weiles Oval) zu sehen. Im Inneren des Golgi-Komplexes befinden sich ebenfalls
Viruspartikel (schwarzer Kreis).
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in Relation zur uninfizieten Kontrolle
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Abbildung 36. Lipid-Analyse der mehrfach ungesittigten Phosphatidylcholine (PC) in HCoV-229E-infizierten
Zellen. Huh-7-Zellen wurden entweder uninfiziert belassen oder mit einer MOI von 3 infiziert oder mit einer
equivalenten Virusmenge nach UV-Inaktivierung inkubiert. 12 Std. p. i. wurden die Zellen pelletiert, die Lipide unter
Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspektroskopisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher) untersucht.
Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipids) verwendet. Die
erhaltenen Daten wurden auf die verwendeten Zellzahlen normalisiert und ins Verhiltnis zu den Daten von uninfizierten

Kontrollzellen gesetzt.
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Tabelle 9. Ubersicht der erhaltenen Lipidwerte. Die angegebenen Mittelwerte (MW) repriisentieren Angaben in fmol
pro Zelle. Neben der Spalte der Mittelwerte befindet sich die Standardabweichung (STABW). Diese Werte sind aus 8
biologisch unabhingigen Proben errechnet worden. In griin hervorgehoben sind signifikante Verdnderungen (P=<0,05).
STABW = Standardabweichung; MW= Mittelwert

Mock UV;IZ-I9(]330V- Py-2 Infiziert InﬁZie;t +Py-

Llpl d MW S’I“SB MW STABW | MW ST“)[;B MwW ST“)[;B MW S’I‘}eB
Cholesterol 35,72 | 8,320 | 31,90 | 9,977 | 30,25 | 9,892 | 37,39 | 4,897 | 33,13 | 5,215
SM [32:1;0] 0,120 0,011| 0,104| 0,023| 0,103 | 0,025| 0,136 | 0,021 | 0,121| 0,015
SM [32:0;0] 0,060| 0,007| 0,049| 0,013]0,047| 0,012| 0,059| 0,012| 0,052| 0,009
SM [33:1;0] 0,087 | 0,014| 0,084| 0,016| 0,076| 0,021 | 0,098 | 0,016 | 0,093 | 0,007
SM [33:0;0] 0,016 0,007| 0,016 0,005 0,013| 0,007 | 0,015| 0,006| 0,016| 0,007
SM [34:2;0] 0,125| 0,019| 0,108 | 0,020 0,111| 0,019 0,146| 0,021 | 0,116 | 0,022
SM [34:1;0] 1,225| 0,131 1,017| 0,210 1,069 | 0,154 | 1,299 0,180| 1,140 | 0,168
SM [34:0;0] 0,312 | 0,030| 0,281| 0,058 0,258 | 0,038 | 0,313 | 0,044 | 0,265| 0,031
SM [35:0;0] 0,005 | 0,003| 0,006| 0,002 0,004| 0,003 | 0,005| 0,002 | 0,005| 0,002
SM [36:1;0] 0,101 | 0,008| 0,100| 0,016 0,083 | 0,021 | 0,114| 0,013 | 0,094 | 0,008
SM [36:0;0] 0,023 | 0,004 | 0,023| 0,005 0,015| 0,006| 0,023 | 0,004 | 0,017 | 0,005
SM [37:1;0] 0,004 | 0,002| 0,007 0,002 0,004| 0,003 | 0,004| 0,003 | 0,007| 0,003
SM [38:2;0] 0,014 | 0,005| 0,016 0,005| 0,011| 0,006 | 0,015| 0,006| 0,014 | 0,006
SM [38:1;0] 0,054 | 0,011 0,056 0,012 0,039| 0,017 | 0,056 | 0,016| 0,049 | 0,015
SM [38:0;0] 0,007 | 0,003| 0,009| 0,003| 0,006| 0,004 | 0,006| 0,004 | 0,006| 0,004
SM [39:2;0] 0,005 | 0,004| 0,004| 0,003| 0,004| 0,003 | 0,004 | 0,002 | 0,006| 0,004
SM [39:1;0] 0,016 0,010| 0,024| 0,008 | 0,011| 0,010| 0,017| 0,010| 0,018 | 0,011
SM [40:3;0] 0,007 | 0,004| 0,009| 0,003 0,006| 0,004 | 0,007 | 0,004 | 0,008 | 0,005
SM [40:2;0] 0,129 | 0,023 | 0,135| 0,028 | 0,104| 0,038 | 0,138 | 0,034 | 0,129| 0,027
SM [40:1;0] 0,226 | 0,026 | 0,243| 0,043]0,173| 0,052 | 0,231 | 0,047 | 0,203 | 0,044
SM [40:0;0] 0,022 | 0,004| 0,026 0,007 | 0,014| 0,005| 0,019 | 0,006| 0,014| 0,007
SM [41:3;0] 0,005 | 0,003| 0,006 0,002 0,003| 0,003| 0,005| 0,003 | 0,006| 0,003
SM [41:2;0] 0,070 | 0,017| 0,080| 0,018 0,057| 0,024 | 0,078 | 0,020| 0,072 | 0,020
SM [41:1;0] 0,073 | 0,011| 0,087| 0,018| 0,061| 0,020| 0,077 | 0,016| 0,072| 0,015
SM [42:3;0] 0,143 | 0,014| 0,136| 0,022|0,110| 0,029 | 0,149 | 0,024 | 0,121 | 0,016
SM [42:2;0] 0,575| 0,062| 0,551| 0,095]|0,449| 0,101 | 0,580 | 0,123 | 0,494 | 0,074
SM [42:1;0] 0,311 | 0,047| 0,319| 0,061 | 0,252| 0,042 | 0,312| 0,061 | 0,264 | 0,038
SM [43:3;0] 0,010| 0,004 | 0,012| 0,003 0,006 0,004 | 0,009 | 0,005| 0,009 | 0,003
SM [43:2;0] 0,048 | 0,007| 0,052 0,011 0,037| 0,013| 0,049 | 0,011| 0,047 | 0,011
SM [43:1;0] 0,021 | 0,003 | 0,024| 0,007 |0,015| 0,003 | 0,018 | 0,006| 0,018 | 0,006
SM [44:3;0] 0,022 | 0,005| 0,020 0,005 0,012| 0,006 | 0,019| 0,010| 0,015| 0,007
SM [44:2;0] 0,035| 0,005| 0,032| 0,007 |0,022| 0,009 | 0,030| 0,014 | 0,025| 0,009
DAG [30:1] 0,052 | 0,016 0,052 0,011]0,023| 0,012 | 0,063 | 0,014 | 0,032 | 0,009
DAG [32:2] 0,120| 0,039| 0,108 | 0,023| 0,061 | 0,024 | 0,143 | 0,028 | 0,079 | 0,015
DAG [32:1] 0,198 | 0,052 | 0,192| 0,042|0,109| 0,043 | 0,241 | 0,041 | 0,135| 0,023
DAG [34:3] 0,070| 0,016| 0,062| 0,016]0,034| 0,012 | 0,085| 0,015| 0,048 | 0,009
DAG [34:2] 0,273 | 0,088 | 0,236 0,053(0,178| 0,072 | 0,334| 0,043 | 0,213 | 0,031
DAG [34:1] 0,218 | 0,067 | 0,188 | 0,042 0,144| 0,054 | 0,267 | 0,036| 0,164 | 0,026
DAG [36:3] 0,097 | 0,022| 0,079| 0,020 0,066| 0,022 | 0,122| 0,012 | 0,077 | 0,013
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DAG [36:2] 0,178 | 0,056| 0,142| 0,034| 0,135| 0,051 | 0,215| 0,025 | 0,151 | 0,026
DAG [38:4] 0,035| 0,010| 0,027| 0,007 | 0,023| 0,009| 0,044 | 0,010 | 0,027 0,006
DAG [38:3] 0,039| 0,011 | 0,025| 0,007 | 0,025| 0,011 | 0,042 | 0,006 | 0,027 | 0,004
Cer[16:1/18:0;0] 0,001 | 0,001| 0,001| 0,001]|0,002| 0,001| 0,002| 0,001 | 0,003 0,001
Cer[18:1/16:0;0] 0,050 0,025| 0,043| 0,020| 0,119| 0,043 | 0,093 | 0,050| 0,137 0,037
Cer[18:2/22:0;0] 0,003| 0,001| 0,003| 0,001]| 0,004 | 0,002 | 0,006| 0,002 | 0,006| 0,002
Cer[16:1/24:0;0] 0,004 | 0,002| 0,004| 0,002 0,005| 0,002| 0,006| 0,002 | 0,008| 0,003
Cer[18:1/22:0;0] 0,016 | 0,006 | 0,016 | 0,006| 0,023| 0,010} 0,027| 0,007 | 0,031 0,010
Cer[18:1/22:0;1] 0,001 | 0,001 | 0,001| 0,000]| 0,002| 0,001| 0,002| 0,001 | 0,002| 0,001
Cer[18:2/24:0;0] 0,012 0,005| 0,012 0,004 | 0,016| 0,006 | 0,022 | 0,006 | 0,022 | 0,004
Cer[18:1/24:0;0] 0,046 | 0,014| 0,044| 0,014 0,059| 0,019] 0,079 0,012 0,079| 0,013
TAG [44:3] 0,010| 0,002| 0,010 0,004 | 0,012| 0,004 | 0,015]| 0,006 | 0,022 0,008
TAG [44:2] 0,070 | 0,015| 0,066| 0,019]0,073| 0,024| 0,092| 0,032| 0,102 0,029
TAG [44:1] 0,091 | 0,023| 0,098| 0,027| 0,106| 0,033| 0,126 | 0,047 | 0,130| 0,030
TAG [44:0] 0,032| 0,008 0,040| 0,014|0,040| 0,012| 0,045| 0,018 | 0,044| 0,010
TAG [45:1] 0,033| 0,018| 0,047| 0,016 0,040| 0,020| 0,052 | 0,025| 0,053 0,018
TAG [46:3] 0,137| 0,030| 0,128 | 0,037| 0,122| 0,040| 0,175| 0,050 | 0,168 | 0,039
TAG [46:2] 0,429| 0,101| 0,426| 0,122 0,425| 0,144 | 0,540| 0,175| 0,523 | 0,115
TAG [46:1] 0,406 | 0,099| 0439| 0,143]0,448| 0,158] 0,523| 0,192| 0,511 | 0,123
TAG [46:0] 0,095| 0,025| 0,113| 0,042 | 0,107| 0,039| 0,127 | 0,047| 0,117 0,028
TAG [47:3] 0,032| 0,015] 0,041| 0,012] 0,030| 0,015| 0,046| 0,021 | 0,048 0,016
TAG [47:2] 0,113 | 0,051 | 0,140| 0,046 | 0,124| 0,060| 0,164 | 0,075| 0,159 | 0,051
TAG [47:1] 0,124 | 0,060| 0,158| 0,061 0,152| 0,079| 0,183 | 0,096 | 0,172 0,064
TAG [47:0] 0,030| 0,017| 0,044| 0,019] 0,040| 0,021| 0,051 | 0,027| 0,045]| 0,017
TAG [48:3] 0,806 | 0,171| 0,746| 0,213]0,738| 0,254| 0,993 | 0,316 | 0,885| 0,184
TAG [48:2] 1,733 ] 0,396| 1,673| 0,497]| 1,742| 0,605| 2,130| 0,765| 1,973 | 0,454
TAG [48:1] 1,027 | 0,261 | 1,056| 0,366 1,080| 0,393 | 1,281 | 0,505 | 1,182 0,297
TAG [48:0] 0,132 0,041 | 0,148| 0,057 0,149| 0,058| 0,177| 0,075| 0,152| 0,043
TAG [49:4] 0,016 0,013| 0,026 0,008 | 0,018| 0,011| 0,034 | 0,023 | 0,028 | 0,015
TAG [49:3] 0,157 | 0,068| 0,177 0,058 0,160| 0,078 | 0,220| 0,106 | 0,197 | 0,063
TAG [49:2] 0,338 | 0,156| 0,386| 0,135]0,378| 0,193 | 0478 | 0,257| 0,441 | 0,157
TAG [49:1] 0,220| 0,109| 0,263 | 0,104| 0,261 | 0,144| 0,322 | 0,187| 0,291 | 0,111
TAG [49:0] 0,028 | 0,018| 0,036| 0,016| 0,034| 0,020| 0,044 | 0,025| 0,038| 0,018
TAG [50:5] 0,122 | 0,028 0,121| 0,035| 0,103| 0,034| 0,151 | 0,051 | 0,124| 0,024
TAG [50:4] 0,733 | 0,148| 0,656| 0,183 0,610| 0,199] 0,869 | 0,273 | 0,702| 0,145
TAG [50:3] 2,646 | 0,534 2,300 0,649 2,450| 0,831 3,170| 1,063 | 2,729 | 0,593
TAG [50:2] 3,397| 0,766| 3,007| 0,887 3,384 | 1,203 | 4,099| 1,547 | 3,630| 0,881
TAG [50:1] 1,065| 0,299| 1,012| 0,343 1,122| 0,431 | 1,357| 0,577 | 1,149| 0,335
TAG [51:5] 0,020| 0,013| 0,029 0,010| 0,015| 0,009| 0,033 | 0,019 0,023| 0,012
TAG [51:4] 0,130| 0,052| 0,144| 0,047| 0,124| 0,059 0,182 | 0,087 | 0,151 | 0,050
TAG [51:3] 0,355| 0,140| 0,365| 0,117]0,365| 0,177| 0,496 | 0,251 | 0,426| 0,144
TAG [51:2] 0,455| 0,204| 0,470| 0,159 0,501| 0,259| 0,634 | 0,343 | 0,568 | 0,200
TAG [51:1] 0,150| 0,077| 0,163| 0,063|0,176| 0,099| 0,221 | 0,129| 0,191 | 0,073
TAG [52:7] 0,019| 0,009| 0,036 0,016| 0,023 | 0,009 | 0,029 | 0,017 | 0,031 | 0,011
TAG [52:6] 0,083 | 0,020| 0,094| 0,032| 0,081| 0,025| 0,108 | 0,046 | 0,096| 0,024
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TAG [52:5] 0,453| 0,092| 0,412 0,119] 0,399| 0,133| 0,562 | 0,204 | 0,435| 0,099
TAG [52:4] 1,748 | 0,319] 1,456| 0/411]1,532] 0,509| 2,130| 0,714 | 1,657 | 0,380
TAG [52:3] 3,672| 0,736| 2,937| 0,837 3,509| 1,196 | 4,418 | 1,577 | 3,742| 0,899
TAG [52:2] 2,512| 0,601 | 2,104| 0,607 | 2,586 | 0,929 3,142 | 1,274| 2,638 | 0,709
TAG [52:1] 0,248 | 0,087| 0,220 0,070| 0,270| 0,114| 0,343 | 0,158 | 0,279 | 0,092
TAG [53:6] 0,008 | 0,005| 0,011| 0,005| 0,006| 0,005| 0,016 0,013 | 0,008 | 0,005
TAG [53:5] 0,084 | 0,035| 0,093| 0,031| 0,082] 0,042| 0,126| 0,066 | 0,095| 0,032
TAG [53:4] 0,204| 0,071 0,205| 0,063| 0,197| 0,094| 0,286 | 0,141 | 0,229 | 0,072
TAG [53:3] 0,308| 0,116| 0,292 0,091]| 0,322 0,154| 0,423 | 0,206 | 0,364 | 0,116
TAG [53:2] 0,209| 0,090| 0,200 0,065| 0,229| 0,118]| 0,286 | 0,150| 0,251 | 0,088
TAG [54:8] 0,041| 0,015| 0,066 0,026| 0,043 | 0,015| 0,057 | 0,031 | 0,059 | 0,018
TAG [53:1] 0,024| 0,016| 0,027| 0,012] 0,028| 0,018| 0,038 | 0,024 | 0,030| 0,015
TAG [54:7] 0,094| 0,029| 0,141| 0,062 0,107 0,036| 0,137 | 0,064 | 0,133 | 0,038
TAG [54:6] 0,230 0,051| 0,237| 0,073] 0,237| 0,080| 0,315] 0,139| 0,250 | 0,071
TAG [54:5] 0,783 | 0,162| 0,656| 0,188 0,720| 0,250| 1,026 | 0,403 | 0,753 | 0,205
TAG [54:4] 1,559 | 0,280 1,208 | 0,353 | 1,425| 0,473 | 1,945| 0,672 | 1,480 0,365
TAG [54:3] 1,806 | 0,370 1,368 | 0,401| 1,830| 0,628 2,189| 0,808 | 1,889 | 0,474
TAG [54:2] 0,399| 0,109| 0,326 0,094| 0,421| 0,161| 0,514 | 0,214 | 0,441 | 0,119
TAG [54:1] 0,027| 0,010 0,029| 0,010| 0,028 | 0,012| 0,039| 0,019| 0,032 | 0,010
TAG [55:7] 0,021 | 0,008| 0,028 0,012| 0,018| 0,010| 0,025| 0,015| 0,027 | 0,016
TAG [55:6] 0,038| 0,017| 0,047| 0,017| 0,038] 0,019| 0,062 | 0,036 | 0,046 | 0,022
TAG [55:5] 0,103| 0,040| 0,103| 0,032| 0,097| 0,047| 0,143 | 0,069 | 0,110| 0,039
TAG [55:4] 0,119] 0,043| 0,114 0,034| 0,116| 0,052| 0,166| 0,077 | 0,132 0,043
TAG [55:3] 0,086 | 0,030 0,079| 0,023| 0,085] 0,035| 0,112 | 0,049 | 0,097 | 0,029
TAG [55:2] 0,023| 0,012 0,027 0,010| 0,027| 0,014| 0,034 | 0,018 | 0,031| 0,013
TAG [56:8] 0,129| 0,040| 0,182| 0,074| 0,138] 0,042| 0,179| 0,092 0,169 | 0,045
TAG [56:7] 0,176 | 0,044| 0,224 0,091 0,199| 0,061 | 0,259| 0,131 | 0,227 | 0,069
TAG [56:6] 0,257 0,055| 0,229| 0,067 | 0,263 | 0,090| 0,359 | 0,153 | 0,273 | 0,082
TAG [56:5] 0,486| 0,108 0,379| 0,110| 0,457| 0,160| 0,645| 0,247| 0,475| 0,138
TAG [56:4] 0,390| 0,070 0,293 0,090| 0,374| 0,121| 0,490| 0,163 | 0,386 | 0,096
TAG [56:3] 0,185] 0,035| 0,157 0,046| 0,187 | 0,063| 0,220| 0,068 | 0,203 | 0,037
TAG [56:2] 0,049| 0,013| 0,045| 0,014 0,052| 0,019| 0,059 0,021 | 0,055| 0,013
TAG [57:8] 0,006 | 0,004| 0,012 0,006| 0,006| 0,004| 0,016| 0,010| 0,010| 0,007
TAG [57:7] 0,018 0,009| 0,027| 0,013|0,017| 0,010| 0,030| 0,023 | 0,023 | 0,013
TAG [57:6] 0,030 0,012 0,033| 0,010| 0,026| 0,012] 0,048 | 0,024 | 0,030 | 0,011
TAG [57:5] 0,041 | 0,013| 0,042 0,013] 0,039] 0,019| 0,061 | 0,030| 0,045| 0,015
TAG [57:4] 0,020 0,009| 0,022| 0,007 | 0,019] 0,009| 0,028 | 0,014 | 0,024 | 0,011
TAG [57:3] 0,007 | 0,003| 0,008 0,003| 0,007| 0,004| 0,008 | 0,004 | 0,008 | 0,004
TAG [58:8] 0,124| 0,034| 0,155| 0,058 0,139| 0,042| 0,178 | 0,090| 0,163 | 0,048
TAG [58:7] 0,113] 0,026| 0,117 0,038| 0,121 0,040| 0,163 | 0,074 | 0,133 | 0,040
TAG [58:6] 0,122 0,023 | 0,093| 0,028| 0,114| 0,040| 0,164 | 0,057 | 0,120 | 0,034
TAG [58:5] 0,123 | 0,026 | 0,093| 0,027| 0,119]| 0,042| 0,160| 0,052 | 0,123 | 0,030
TAG [58:4] 0,059| 0,011| 0,048 0,014| 0,060| 0,019| 0,073 | 0,023 | 0,067 | 0,012
TAG [58:3] 0,029 | 0,009| 0,026 | 0,008| 0,030| 0,013| 0,030| 0,010| 0,032 | 0,009
TAG [58:2] 0,016| 0,005| 0,020 0,008 | 0,021] 0,008| 0,021 | 0,010| 0,021 | 0,005
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PC [28:1] 0,016 | 0,003 | 0,013| 0,004| 0,003| 0,002 | 0,012 | 0,007 | 0,005| 0,003
PC [28:0] 0,071 | 0,010] 0,063| 0,016|0,038| 0,011| 0,068 | 0,017 | 0,046]| 0,007
PC [30:2] 0,059| 0,011| 0,053| 0,015]0,026| 0,012 | 0,052| 0,015 | 0,035| 0,008
PC [30:1] 0,750| 0,109| 0,690| 0,189| 0,468 | 0,138 | 0,748 | 0,154 | 0,571 | 0,071
PC [30:0] 0,610| 0,063| 0,546| 0,141|0,410| 0,091| 0,641 | 0,103 | 0,472 0,050
PC [32:4] 0,043 | 0,007| 0,043| 0,013]0,024| 0,005| 0,039| 0,012 0,036| 0,017
PC [32:3] 0,217| 0,034| 0,180| 0,053]0,134| 0,039| 0,204 | 0,038 | 0,169 | 0,015
PC [32:2] 3,103| 0.434| 2,627| 0,775] 2,113| 0,647 | 3,215| 0,530 | 2,567 | 0,233
PC [32:1] 11,45] 1,860 | 9,428 | 2,758 | 8,213 | 2,449| 12,03 | 1,660 | 9,869 | 1,143
PC [32:0] 0,880| 0,109| 0912| 0,255 0,790| 0,179| 1,102| 0,175| 0,929 | 0,133
PC [34:4] 0,768 | 0,105| 0,690| 0,210| 0,547| 0,116 0,703 | 0,138 | 0,706 | 0,241
PC [34:3] 2,663 | 0,392 1,966| 0,638|2,011| 0,570| 2,663 | 0,382 | 2,318| 0,160
PC [34:2] 8,243 | 0,999| 6,198 | 1,982 7,081| 1,919| 9,047| 1,124| 8,101 | 0,521
PC [34:1] 9,326 | 1,501 | 7,280| 2,193| 7,691 | 2,251| 10,10| 1,083 | 9,108 | 0,910
PC [34:0] 0,114 | 0,045| 0,153| 0,052 | 0,081 | 0,038| 0,192 | 0,096 | 0,127 | 0,057
PC [36:6] 0,160 | 0,029| 0,154| 0,045| 0,136| 0,031| 0,157 | 0,028 | 0,179 0,059
PC [36:5] 0,695| 0,132 0,699| 0,214 0,633| 0,151| 0,701 | 0,141 | 0,790| 0,233
PC [36:4] 2,460 | 0,418 | 2,132| 0,620 | 2,100| 0,534| 2,545| 0,393 | 2,422| 0,280
PC [36:3] 4,332 0,604 2,898 1,099]3,979| 1,078 4,744 | 0,798 | 4,462 | 0,370
PC [36:2] 4,007 | 0,539| 2,803| 1,004|4,106| 1,089 | 4,751 | 0,881 | 4,597 | 0,473
PC [36:1] 1,237] 0,321 | 0,834| 0,349]| 1,036| 0,379| 1,478 | 0,231 | 1,297| 0,227
PC [38:7] 0,181 | 0,032| 0,181 | 0,055]| 0,204| 0,050| 0,200 | 0,061 | 0,260 | 0,062
PC [38:6] 0,662 | 0,154| 0,574| 0,179] 0,671| 0,185] 0,733 | 0,194 | 0,839 | 0,164
PC [38:5] 0,804 | 0,127 | 0,686| 0,202 0,853| 0,190| 0,912| 0,262 0,963 | 0,175
PC [38:4] 1,373 0,204| 0,906| 0,329 1,342| 0,361 | 1,613 | 0,344 | 1,493 | 0,188
PC [38:3] 0,800 | 0,146| 0461 | 0,225]0,732| 0,229] 0,955| 0,155| 0,871 | 0,105
PC [38:2] 0,139| 0,026 | 0,097| 0,042 0,127| 0,045| 0,156| 0,023 | 0,154| 0,023
PC [38:1] 0,007 | 0,002| 0,005| 0,003 0,006| 0,003| 0,008| 0,002| 0,007| 0,003
PC [40:7] 0,242 | 0,042| 0,196| 0,064 | 0,319| 0,074| 0,310| 0,118 | 0,388 | 0,075
PC [40:6] 0,196 | 0,038| 0,141 | 0,049 0,199| 0,053 | 0,229 | 0,059 | 0,243 | 0,035
PC [40:5] 0,086 | 0,012 0,058 | 0,020| 0,083| 0,023 | 0,097 | 0,021 | 0,094| 0,013
PC [40:4] 0,059| 0,011| 0,038| 0,016 0,057| 0,017| 0,071 | 0,011 | 0,066| 0,008
PC [40:3] 0,018 | 0,003| 0,009| 0,005]| 0,015| 0,007| 0,020| 0,003 | 0,018 0,004
PC [40:2] 0,005 | 0,001 | 0,004| 0,001 ]| 0,005| 0,002| 0,006 | 0,001 | 0,005| 0,001
PC [42:7] 0,021 | 0,003| 0,016 0,006 0,021| 0,006 | 0,023 | 0,006 | 0,025]| 0,003
PC [42:6] 0,007 | 0,001 | 0,005| 0,002]| 0,007| 0,003| 0,008 | 0,002 | 0,008 ]| 0,002
PC [42:5] 0,005 | 0,001 | 0,003| 0,001 ]| 0,004| 0,002| 0,005| 0,002 | 0,005| 0,001
PC [42:4] 0,004 | 0,001 | 0,004| 0,000]| 0,004| 0,002| 0,005| 0,002 | 0,005| 0,001
PC-0 [28:0] 0,002 | 0,001| 0,003| 0,002| 0,005| 0,003| 0,003 | 0,001 | 0,003 0,000
PC-0 [32:2] 0,004 | 0,002| 0,005| 0,001]|0,002| 0,002| 0,003 | 0,002 | 0,004| 0,002
PC-0 [32:1] 0,009 | 0,007 | 0,014| 0,006 | 0,006| 0,006| 0,011 | 0,007 | 0,010 0,007
PC-0 [32:0] 0,006 | 0,004| 0,009| 0,004 0,004| 0,003| 0,010| 0,005 0,006| 0,003
PC-0 [34:3] 0,003 | 0,001 | 0,002| 0,001 0,003| 0,002| 0,002| 0,001 | 0,002| 0,001
PC-0 [34:2] 0,008 | 0,002| 0,008 | 0,004 0,006| 0,003| 0,008| 0,003 | 0,008 | 0,003
PC-0 [34:1] 0,020| 0,005| 0,016| 0,005|0,015| 0,003| 0,022 | 0,008 | 0,017 0,006
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PC-0 [36:5] 0,002| 0,001| 0,003| 0,000| 0,002 0,001| 0,002| 0,001 | 0,004| 0,001
PC-0 [36:4] 0,005| 0,001| 0,004| 0,001]| 0,003] 0,001| 0,005| 0,002 | 0,004 | 0,001
PC-0 [36:3] 0,004| 0,001 | 0,003 0,001| 0,003 0,001| 0,004 | 0,001 | 0,003 | 0,001
PC-O [38:5] 0,004| 0,001| 0,004 0,001| 0,003 0,001]| 0,003 | 0,002 | 0,003 | 0,001
PC-O [38:4] 0,005| 0,001 | 0,003 0,001]| 0,004| 0,001| 0,004| 0,001 | 0,004 | 0,002
Chol [14:1] 0,044 | 0,007 | 0,039| 0,010| 0,024| 0,006| 0,045| 0,014 | 0,029 | 0,006
Chol [14:0] 0,206 | 0,022| 0,213| 0,047| 0,159| 0,036| 0,210| 0,025 | 0,173 | 0,024
Chol [15:0] 0,059| 0,021| 0,074| 0,018 0,054| 0,024| 0,075| 0,023 | 0,069 | 0,017
Chol [16:2] 0,071 | 0,006| 0,068| 0,019|0,048| 0,014| 0,074| 0,012 | 0,055| 0,010
Chol [16:1] 1,010 0,071 0,786| 0,185] 0,788 | 0,162| 1,074 | 0,065 | 0,829 | 0,071
Chol [16:0] 0,475| 0,042 0,440| 0,085| 0,400 0,087| 0,499 | 0,027 | 0,422 0,043
Chol [17:1] 0,095| 0,014| 0,091 0,017|0,081] 0,022| 0,109| 0,018 | 0,090| 0,017
Chol [18:3] 0,095| 0,012| 0,087 0,024]| 0,061 | 0,017 | 0,100| 0,012 | 0,071 | 0,015
Chol [18:2] 0,567 | 0,036| 0,417 0,125]0,449| 0,084| 0,603 | 0,040 | 0,455| 0,026
Chol [18:1] 1,735]| 0,153 | 1,289 0,327 | 1,421 | 0,253 | 1,776| 0,104 | 1,435 0,107
Chol [18:0] 0,068 | 0,012| 0,065 0,014| 0,059| 0,009 | 0,081 | 0,017 | 0,060 0,009
Chol [19:3] 0,013| 0,004| 0,017 0,006| 0,008 0,005| 0,013 | 0,005| 0,011 | 0,002
Chol [19:2] 0,027 | 0,004| 0,026 | 0,007 | 0,018 0,004| 0,027 | 0,008 | 0,019 0,003
Chol [19:1] 0,037| 0,008| 0,031| 0,006| 0,025| 0,006| 0,033 | 0,007 | 0,029 | 0,005
Chol [20:3] 0,209| 0,016 0,169 0,045| 0,159 0,024 | 0,214 | 0,017 | 0,158 0,012
Chol [20:2] 0,137| 0,017 0,096| 0,030| 0,109| 0,018]| 0,136| 0,016 | 0,106| 0,014
Chol [20:1] 0,057| 0,006| 0,057 0,011]0,040| 0,012| 0,049| 0,010| 0,045| 0,012
Chol [22:3] 0,035| 0,007 | 0,028| 0,008 ]| 0,021 | 0,006| 0,034 | 0,010 | 0,020 0,003
Chol [22:2] 0,011] 0,001| 0,009| 0,003| 0,008 0,004| 0,008 | 0,002 | 0,008 | 0,003
Chol [22:1] 0,014| 0,006 | 0,016 0,003| 0,012 0,003| 0,009| 0,003 | 0,011 0,005
Chol [24:3] 0,013| 0,002 0,007 0,002| 0,007 0,002| 0,009| 0,002 | 0,008 | 0,003
Chol [24:2] 0,012 0,002| 0,010| 0,003 | 0,008| 0,002| 0,008 | 0,001 | 0,009 | 0,002
Chol [24:1] 0,026 | 0,004| 0,028 | 0,007 | 0,020 0,006 | 0,020| 0,002 | 0,021 | 0,005
LPC [14:0] 0,014| 0,003| 0,018 0,004| 0,008 0,002| 0,018 | 0,004 | 0,010| 0,003
LPC [16:2] 0,004 | 0,002| 0,002 0,000 0,002 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,000
LPC [16:1] 0,228 | 0,076| 0,212 0,023| 0,155] 0,063 | 0,275| 0,049 | 0,178 | 0,028
LPC [16:0] 0,211] 0,042| 0,212 0,042| 0,158 | 0,047 | 0,254 | 0,021 | 0,199 0,034
LPC [18:2] 0,072 0,027 | 0,055| 0,012] 0,057 | 0,023 | 0,083 | 0,014 | 0,061 | 0,014
LPC [18:1] 0,231| 0,068| 0,194| 0,024| 0,195] 0,074| 0,281 | 0,030 | 0,216 | 0,034
LPC [18:0] 0,031| 0,009 | 0,022 0,007 | 0,026| 0,007 | 0,041 | 0,013 | 0,033 | 0,010
LPC [20:4] 0,025| 0,008| 0,030 0,007| 0,022 0,007 | 0,029 | 0,004 | 0,027 | 0,008
LPC [20:3] 0,055| 0,017 0,039 0,008| 0,044| 0,017| 0,065| 0,009 | 0,047 | 0,008
LPC [20:2] 0,005| 0,003| 0,003| 0,002| 0,004]| 0,002| 0,006 | 0,002 | 0,004 | 0,001
LPC [22:6] 0,014| 0,004| 0,012 0,002| 0,013] 0,003| 0,017 | 0,003 | 0,015| 0,004
LPE [16:1] 0,081| 0,030 0,085| 0,024| 0,037 | 0,014 | 0,104 | 0,026 | 0,057 | 0,023
LPE [16:0] 0,091| 0,035| 0,104| 0,033|0,053| 0,020| 0,121 | 0,031 | 0,084 | 0,032
LPE [18:3] 0,030| 0,015| 0,024| 0,011| 0,017 0,008| 0,040 | 0,008 | 0,024 | 0,011
LPE [18:2] 0,057| 0,020| 0,050 0,014]0,028| 0,012| 0,070| 0,013 | 0,039| 0,013
LPE [18:1] 0,231 0,068| 0,222| 0,058| 0,130 0,048 | 0,299 | 0,044 | 0,173 | 0,045
LPE [18:0] 0,134] 0,036| 0,120] 0,036| 0,093 | 0,029 | 0,186 0,039 | 0,130 0,032
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LPE [20:3] 0,140| 0,048 | 0,099| 0,040| 0,095| 0,035| 0,186 0,017 [ 0,120| 0,028
LPE [20:2] 0,019| 0,008| 0,015| 0,005| 0,012| 0,007 | 0,027 | 0,004 | 0,015]| 0,004
LPE [20:1] 0,043| 0,016| 0,038| 0,008 | 0,036| 0,015 | 0,063 | 0,007 | 0,044 | 0,007
LPI[16:1] 0,002 | 0,001| 0,002| 0,001]|0,001| 0,000| 0,003| 0,001 | 0,001 0,001
LPI [16:0] 0,005| 0,002| 0,006 | 0,002| 0,003| 0,001| 0,007 | 0,002 | 0,004 0,002
LPI [18:3] 0,002 | 0,001| 0,002| 0,001]| 0,001| 0,000| 0,003| 0,001 | 0,002| 0,001
LPI [18:2] 0,002 | 0,000| 0,002| 0,001 ]| 0,001| 0,000| 0,003| 0,001 | 0,001 0,001
LPI [18:1] 0,013| 0,002| 0,012 0,004 | 0,008| 0,002 | 0,017| 0,002 | 0,010| 0,003
LPI [18:0] 0,027 | 0,007| 0,029| 0,007 | 0,022| 0,005| 0,042| 0,010 | 0,028 | 0,006
LPI [20:4] 0,013 | 0,004 | 0,019 0,006 0,011| 0,002 | 0,021 | 0,006 | 0,014| 0,003
LPI [20:3] 0,039| 0,008| 0,039 0,010| 0,031 0,008 | 0,064| 0,013 | 0,038 | 0,007
PA [30:1] 0,008 | 0,003| 0,006| 0,004|0,001| 0,000| 0,002| 0,001 | 0,001 0,001
PA [30:0] 0,003 | 0,001 | 0,002| 0,001 | N/A |N/A 0,001 | 0,000| 0,001 | 0,000
PA [32:3] 0,003 | 0,001 | 0,002 0,002| 0,000| N/A | 0,001 | 0,000| 0,001 | N/A

PA [32:2] 0,023 | 0,005| 0,017 0,010| 0,004| 0,002| 0,010| 0,004 | 0,005 0,002
PA [32:1] 0,044 | 0,009| 0,037| 0,015]0,013| 0,003 | 0,023 | 0,011 | 0,015]| 0,005
PA [32:0] 0,006 | 0,002| 0,004| 0,002|0,001| 0,000| 0,003| 0,001 | 0,001 0,001
PA [34:3] 0,016 | 0,004| 0,011| 0,007 | 0,002| 0,001| 0,008 | 0,003 | 0,003| 0,002
PA [34:2] 0,048 | 0,010| 0,034| 0,017|0,014| 0,004| 0,024 | 0,011 | 0,017 0,004
PA [34:1] 0,043| 0,006| 0,037 0,012| 0,015 0,003 | 0,027| 0,011 | 0,018 | 0,006
PA [36:4] 0,007 | 0,002| 0,006 | 0,003 |0,001| 0,001| 0,004| 0,002 | 0,002 0,001
PA [36:3] 0,018| 0,004| 0,012| 0,006 | 0,006| 0,002| 0,012| 0,002 | 0,007 | 0,002
PA [36:2] 0,023 | 0,004| 0,017| 0,007 | 0,010 0,003| 0,014 | 0,006 | 0,012 0,002
PA [36:1] 0,005| 0,000| 0,005| 0,002|0,002| 0,001| 0,003| 0,001 | 0,003 0,002
PA [38:7] 0,001 | 0,000 0,001| 0,001 | 0,001| 0,000| 0,001| 0,000| 0,001 0,000
PA [38:6] 0,001 | 0,001| 0,001| 0,001 ]| 0,000| 0,000| 0,001 | 0,000| 0,001 ] 0,000
PA [38:4] 0,005| 0,001 | 0,005| 0,002|0,003| 0,001| 0,003| 0,001 | 0,004| 0,001
PA [38:3] 0,010| 0,001| 0,007 | 0,004| 0,006| 0,001 | 0,007 | 0,001 | 0,005| 0,001
PG [30:1] 0,002 | 0,001 | 0,003| 0,001]| 0,000| N/A | 0,005| 0,004 | 0,001 ]| 0,002
PG [32:2] 0,005 | 0,001 | 0,006| 0,001 | 0,002| 0,001| 0,008 0,002 | 0,004 0,001
PG [32:1] 0,012] 0,005| 0,018 | 0,005| 0,005| 0,002 | 0,024 | 0,017 | 0,010 | 0,006
PG [32:0] 0,002 | 0,001 | 0,003| 0,001 ]| 0,001| 0,000| 0,005| 0,004 | 0,002 0,002
PG [34:3] 0,006 | 0,001 | 0,004| 0,002| 0,004| 0,002| 0,008 | 0,002 | 0,004 0,001
PG [34:2] 0,024 | 0,004 | 0,028 | 0,004 | 0,020| 0,005| 0,037 | 0,009 | 0,025| 0,004
PG [34:1] 0,082| 0,037| 0,115| 0,027| 0,057| 0,014| 0,171 | 0,116 | 0,086| 0,031
PG [36:4] 0,005| 0,002 | 0,003| 0,002| 0,004| 0,002| 0,007 | 0,001 | 0,004 0,002
PG [36:3] 0,016 | 0,004 | 0,012 0,004 | 0,015| 0,005| 0,021 | 0,003 | 0,014| 0,004
PG [36:2] 0,031| 0,010 0,044| 0,011] 0,028 | 0,008 | 0,055| 0,026 | 0,033 | 0,005
PG [36:1] 0,019| 0,006| 0,020| 0,003 | 0,019| 0,005| 0,033 | 0,012 | 0,024| 0,004
PG [38:6] 0,004| 0,001| 0,005| 0,001 | 0,004| 0,001 | 0,006| 0,001 | 0,004| 0,001
PG [38:5] 0,005| 0,002| 0,004| 0,002]| 0,004| 0,002| 0,008 | 0,002 | 0,004 0,002
PG [38:4] 0,007 | 0,003 | 0,005| 0,002 0,008| 0,004| 0,011| 0,002 | 0,008| 0,003
PG [38:3] 0,004 | 0,002 | 0,002 0,001]| 0,005| 0,002| 0,006 | 0,001 | 0,005]| 0,002
PG [40:6] 0,003 | 0,001 | 0,003| 0,001 ]| 0,004| 0,001| 0,005| 0,002 | 0,003 | 0,001
PG [40:5] 0,001 | 0,001| 0,001| 0,000 0,001| 0,001| 0,001| 0,000| 0,001 ] 0,000
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PI [32:2] 0,016 0,002 0,011 0,006| 0,003 | 0,002 | 0,014 | 0,006 | 0,005| 0,005
PI [32:1] 0,017| 0,004| 0,012 0,006| 0,005| 0,002| 0,019| 0,009 | 0,008 | 0,007
PI[34:3] 0,045| 0,005| 0,038 0,013|0,024| 0,005| 0,049| 0,011 | 0,031 | 0,010
PI [34:2] 0,132 0,017 0,100 0,038| 0,051 | 0,013 | 0,137 | 0,039 | 0,065 0,036
PI [36:4] 0,129| 0,015| 0,143| 0,037 | 0,104| 0,015| 0,146| 0,021 | 0,119 0,018
PI[36:3] 0,428 | 0,061 | 0,394| 0,111] 0,351 | 0,061 | 0,523 | 0,072 | 0,418 | 0,062
PI [36:2] 0,169| 0,028| 0,131| 0,045]0,110] 0,022| 0,187 | 0,024 | 0,129 | 0,028
PI[36:1] 0,035| 0,008| 0,027| 0,008 | 0,027| 0,005| 0,044 | 0,003 | 0,033 | 0,006
PI [38:6] 0,028 | 0,005| 0,028 | 0,008]| 0,024| 0,004| 0,031 | 0,007 | 0,029 | 0,006
PI [38:5] 0,147 | 0,028| 0,158| 0,048 0,134| 0,021| 0,168 | 0,022 | 0,134| 0,025
PI [38:4] 0,850| 0,137| 0,893 | 0,238] 0,755| 0,091 | 1,049 | 0,129] 0,836 0,122
PI [38:3] 1,493 | 0,265| 1,276| 0,376| 1,324| 0,219| 1,970| 0,207 | 1,521 | 0,183
PI [38:2] 0,017| 0,005| 0,010| 0,009 | 0,016| 0,006| 0,020 | 0,009 | 0,021 | 0,006
PI [40:7] 0,013| 0,001| 0,012 0,004| 0,010 0,002| 0,015] 0,002 | 0,011 | 0,002
PI[40:6] 0,060| 0,009| 0,055| 0,017| 0,052 0,008| 0,071 | 0,014 | 0,065| 0,012
PI [40:5] 0,026| 0,004| 0,023 0,008 0,024 | 0,002 | 0,033 | 0,003 | 0,026 | 0,003
PI [40:4] 0,024 | 0,004| 0,020 0,006| 0,024| 0,003 | 0,031 | 0,004 | 0,026| 0,003
PE-O [36:5] 0,006 | 0,003| 0,010 0,006 | 0,004| 0,004| 0,005| 0,003 | 0,006| 0,003
PE-O [38:7] 0,003 | 0,001 | 0,006 0,002| 0,003] 0,002| 0,004 | 0,001 | 0,004 | 0,002
PE-O [38:6] 0,003| 0,001| 0,003| 0,001| 0,003]| 0,002| 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,002
PE-O [38:5] 0,005| 0,001| 0,005| 0,001| 0,004]| 0,002| 0,005| 0,001 | 0,005| 0,002
PE [30:1] 0,022 | 0,004| 0,022 0,007 | 0,008| 0,004| 0,018 | 0,008 | 0,010 0,004
PE [30:0] 0,003| 0,000 0,004| 0,001| 0,002| 0,001 | 0,005| 0,001 | 0,003 | 0,001
PE [32:2] 0,231| 0,042| 0,182| 0,061 | 0,066| 0,028| 0,209 | 0,080 | 0,095| 0,054
PE [32:1] 0,529| 0,100 0,452| 0,136| 0,280| 0,100 | 0,488 | 0,124 | 0,350 | 0,104
PE [32:0] 0,037| 0,007| 0,038 0,010| 0,024| 0,007 | 0,046| 0,006 | 0,034 0,007
PE [34:3] 0,466 | 0,087 | 0,341| 0,121]0,191| 0,074| 0,433 | 0,117 | 0,243 | 0,087
PE [34:2] 1,939 0,282| 1,460 0,485| 0,884 | 0,312 1,794 | 0,427 | 1,077 | 0,334
PE [34:1] 1,215] 0,202| 1,012 0,296| 0,746| 0,247| 1,215| 0,163 | 0,905| 0,196
PE [34:0] 0,035| 0,008| 0,038 0,011] 0,033| 0,010 | 0,054| 0,013 | 0,043 | 0,010
PE [36:6] 0,049| 0,018| 0,055| 0,018|0,014| 0,006| 0,040| 0,019| 0,024 | 0,016
PE [36:5] 0,339| 0,097| 0,361| 0,118] 0,153 | 0,057 | 0,300 | 0,081 | 0,209 | 0,086
PE [36:4] 1,383 | 0,277| 1,259| 0,375]|0,761| 0,255| 1,300| 0,225| 0,952| 0,235
PE [36:3] 2,150| 0,338 | 1,403| 0,562 | 1,257 | 0,425] 2,113| 0,239 1,496 | 0,250
PE [36:2] 2,099| 0,321 1,597| 0,525]1,179| 0,389 | 2,067| 0,262 | 1,430| 0,310
PE [36:1] 0,519] 0,095| 0,390 0,125]0,365| 0,113| 0,558 | 0,032 | 0,438| 0,073
PE [38:7] 0,167| 0,043| 0,179| 0,058| 0,065 | 0,026 | 0,159 | 0,049 | 0,098 0,047
PE [38:6] 0,761 | 0,203| 0,739| 0,227|0,461| 0,170| 0,705| 0,153 | 0,605| 0,185
PE [38:5] 1,527 | 0,247 | 1,389| 0,401 | 0,884| 0,265| 1,448 | 0,173 | 1,081 | 0,218
PE [38:4] 2,610 0,398 | 2,008 | 0,643 | 1,759| 0,564 | 2,666 | 0,241 | 2,135 | 0,342
PE [38:3] 1,516| 0,276 | 0,812 0,465|1,105| 0,363 | 1,640| 0,077 | 1,290 | 0,146
PE [38:2] 0,128 | 0,020 | 0,088 | 0,032| 0,112 0,031| 0,138 | 0,015| 0,128 | 0,007
PE [38:1] 0,024 | 0,006 | 0,015| 0,006| 0,020| 0,007 | 0,026 | 0,004 | 0,025| 0,003
PE [40:7] 0,560| 0,103 | 0,462| 0,143]0,346| 0,111 | 0,546 | 0,077 | 0,436 | 0,092
PE [40:6] 0,439| 0,068| 0,318 0,122] 0,315| 0,100| 0,456| 0,046 | 0,397 | 0,072
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PE [40:5] 0,104 | 0,013| 0,071 | 0,024 | 0,071| 0,020| 0,105| 0,005 | 0,084| 0,010

PE [40:4] 0,038 | 0,009| 0,022 0,013]0,031| 0,010| 0,044 | 0,002 | 0,036 0,004
PS [32:2],PS [16:1/

16:1] 0,044 | 0,012| 0,041| 0,015]0,037| 0,014| 0,064| 0,039 0,039| 0,008
PS [32:1],PS [14:0/

18:1] 0,002 | 0,001 | 0,003| 0,001 0,001| 0,001| 0,003| 0,001 | 0,002 0,001
PS [32:1],PS [16:0/

16:1] 0,500 | 0,095| 0,498 | 0,153]0,359| 0,091| 0,510| 0,092 | 0,383| 0,057
PS [32:1],PS [17:1/

15:0] 0,001 | 0,001| 0,001| 0,001 0,000| 0,000| 0,002| 0,001 | 0,001 | 0,001
PS [32:0],PS [14:0/

18:0] 0,009 | 0,003| 0,010 0,004 | 0,004| 0,001| 0,012| 0,010| 0,005| 0,002
PS [32:0],PS [17:0/

15:0] 0,001 | 0,001| 0,001| 0,000 0,000| 0,000| 0,001 | 0,001 | 0,000 0,000
PS [34:3],PS [16:2 /

18:1] 0,050 0,011| 0,046| 0,017]0,040| 0,010| 0,075| 0,042 | 0,044| 0,007
PS [34:3],PS [16:1/

18:2] 0,032 0,007 0,029| 0,012 0,026| 0,006 | 0,042 | 0,025| 0,029 | 0,005
PS [34:3],PS [16:0 /

18:3] 0,056 | 0,009| 0,054| 0,018|0,040| 0,009| 0,062 | 0,012 | 0,041 0,006
PS [34:2],PS [16:1/

18:1] 0,182 0,031| 0,183 | 0,062| 0,154 | 0,041 | 0,218 | 0,066 | 0,161 | 0,022
PS [34:2],PS [16:0 /

18:2] 0,149| 0,026| 0,140| 0,049]| 0,120| 0,039| 0,169 | 0,047 | 0,128 | 0,021
PS [34:2],PS [17:1/

17:1] 0,004 | 0,002| 0,004| 0,001 ]| 0,004| 0,002| 0,006| 0,006 | 0,004| 0,001
PS [34:1],PS [16:1/

18:0] 0,749 | 0,173 | 0,709| 0,264 | 0,534| 0,189| 0,827 | 0,246| 0,640| 0,168
PS [34:1],PS [16:0/

18:1] 0,305| 0,081| 0,353| 0,121]0,199| 0,076 | 0,278 | 0,102 | 0,230| 0,081
PS [34:1],PS [17:0/

17:1] 0,004 | 0,002| 0,003| 0,001]| 0,003| 0,002| 0,005| 0,004 | 0,003 | 0,001
PS [34:0],PS [16:0/

18:0] 0,156 | 0,060| 0,136| 0,038 0,105| 0,040| 0,213 | 0,197 | 0,128 | 0,035
PS [36:5],PS [16:1/

20:4] 0,038 0,012 0,041| 0,017]0,036| 0,014| 0,065| 0,052 | 0,044| 0,007
PS [36:5],PS [20:5/

16:0] 0,029 | 0,006 | 0,033| 0,013]0,030| 0,010| 0,045| 0,026 | 0,035| 0,005
PS [36:5],PS [18:2/

18:3] 0,006 | 0,001 | 0,005| 0,002|0,004| 0,001| 0,007 | 0,004 | 0,004| 0,001
PS [36:3],PS [20:3 /

16:0] 0,193| 0,027| 0,171| 0,058| 0,163 | 0,046 | 0,235| 0,030 | 0,172 | 0,024
PS [36:3],PS [16:1/

20:2] 0,016 | 0,003| 0,014| 0,006 | 0,012| 0,003| 0,021 | 0,008 | 0,014| 0,002
PS [36:3],PS [18:1/

18:2] 0,081 | 0,014| 0,073| 0,027| 0,070| 0,019| 0,093 | 0,022 | 0,076| 0,010
PS [36:3],PS [18:0/

18:3] 0,123 | 0,027| 0,113] 0,042| 0,091 | 0,027| 0,142 | 0,024 | 0,111 0,026
PS [36:2],PS [16:1/

20:1] 0,030 | 0,005| 0,029| 0,010| 0,025| 0,006| 0,037 | 0,015| 0,028 | 0,004
PS [36:2],PS [18:1/

18:1] 0,100| 0,020| 0,110| 0,034 | 0,077| 0,022| 0,102 | 0,031 | 0,084 | 0,021
PS [36:2],PS [18:0/

18:2] 0,431 | 0,100 0,388 | 0,158 0,363| 0,117 | 0,507 | 0,124 | 0,429 | 0,105
PS [36:1],PS [20:0/

16:1] 0,789| 0,117| 0,716| 0,264|0,631| 0,168 | 1,130| 0,583 | 0,700 | 0,039
PS [36:1],PS [18:1/

18:0] 0,638| 0,174| 0,628 | 0,250| 0,412| 0,163 | 0,677 | 0,346 | 0,539 | 0,206
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PS [36:0],PS [18:0 /

18:0] 0,076 | 0,013 0,046 0,021| 0,065| 0,016| 0,119| 0,089 | 0,072 | 0,012
PS [38:4],PS [20:3/

18:1] 0,111| 0,015| 0,090 0,033| 0,096| 0,026| 0,131 | 0,028 | 0,104 | 0,009
PS [38:4],PS [16:1/

22:3] 0,005| 0,001| 0,005| 0,002| 0,006]| 0,001| 0,006 | 0,001 | 0,006 | 0,001
PS [38:4],PS [20:2/

18:2] 0,006 | 0,001 | 0,004 0,002| 0,004]| 0,001| 0,006 | 0,002 | 0,004| 0,001
PS [38:4],PS [20:1/

18:3] 0,002| 0,001| 0,002 0,001| 0,001 0,001| 0,002| 0,001 | 0,001 0,000
PS [38:4],PS [18:0/

20:4] 0,269 | 0,064| 0,352 0,130| 0,348 | 0,099| 0,386 | 0,150| 0,437 | 0,104
PS [38:3],PS [16:1/

22:2] 0,036| 0,004| 0,033| 0,011] 0,033] 0,009| 0,045| 0,017 | 0,034 | 0,004
PS [38:3],PS [20:3/

18:0] 0,614| 0,111] 0,504| 0,224| 0,524| 0,159] 0,726 | 0,135| 0,608 | 0,099
PS [38:3],PS [20:1/

18:2] 0,008 | 0,001| 0,007| 0,003| 0,007| 0,002| 0,009 | 0,003 | 0,008 | 0,001
PS [38:3],PS [18:1/

20:2] 0,017| 0,003| 0,014 0,005| 0,015] 0,006| 0,018 | 0,005| 0,015| 0,003
PS [38:2],PS [16:1/

22:1] 0,216| 0,031| 0,172 0,059]| 0,207 0,059| 0,282 | 0,105| 0,198 | 0,023
PS [38:2],PS [20:1/

18:1] 0,025| 0,005| 0,022 0,008 ]| 0,022 0,006| 0,029 | 0,012 | 0,023 | 0,003
PS [40:6],PS [20:3 /

20:3] 0,009| 0,002 | 0,005 0,002] 0,006 0,002| 0,009 | 0,004| 0,007 | 0,001
PS [40:6],PS [20:2/

20:4] 0,007 | 0,003| 0,006 | 0,002| 0,006| 0,002| 0,008 | 0,003 | 0,007 | 0,002
PS [40:6],PS [18:1/

22:5] 0,023 | 0,008| 0,014| 0,007 | 0,016| 0,009| 0,025| 0,009 | 0,012 0,007
PS [40:5],PS [20:3 /

20:2] 0,010| 0,003 | 0,005 0,003| 0,006| 0,001 | 0,009 | 0,003 | 0,007 | 0,002
PS [40:5],PS [20:1/

20:4] 0,003| 0,001 | 0,004 0,002| 0,003 | 0,001 | 0,003 | 0,001 | 0,005 0,001
PS [40:5],PS [18:0/

22:5] 0,083 | 0,019| 0,061| 0,022| 0,071] 0,022| 0,092 | 0,017 | 0,072 0,017
PS [40:4],PS [20:3 /

20:1] 0,007 | 0,001 | 0,005| 0,002| 0,006| 0,002| 0,007 | 0,002 | 0,006 | 0,001
PS [40:4],PS [22:4/

18:0] 0,023| 0,003| 0,018 0,008| 0,019] 0,004| 0,026| 0,003 | 0,021 0,003

132




DANKSAGUNG

133

9. Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich herzlich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen haben:

Ein ganz besonderer Dank gebiihrt Prof. John Ziebuhr fiir sein Vertrauen und
Engagement wihrend dieser Dissertation. Des Weiteren auch fiir seine exzellente
Betreuung, andauernde Forderung, seine Unterstiitzung bei einigen auswirtigen
Forschungsaufenthalten und nicht zuletzt seine stetige Diskussionsbereitschaft und

wissenschaftliche Kritik.

Ebenso mochte ich Prof. Michael Martin von ganzem Herzen fiir seine langjdhrige
Betreuung und Unterstiitzung danken. Wenn es eine Tiir gibt, die stets offen stand, dann
diese Biirotiir (wortwortlich). Ich hitte mir all die Jahre keinen besseren Mentor
vorstellen konnen. Zudem mochte ich mich auch fiir die Betreuung und Begutachtung

dieser Dissertation von Seiten des FB 08 bedanken.

Herzlichen Dank auch an Prof. Stephan Pleschka fiir die andauernde Unterstiitzung und
fiir die Moglichkeiten, an zahlreichen anderen Projekten aktiv mitwirken zu diirfen sowie

das Vertrauen, die Unterhaltung und die Kinderschokolade.
Zudem mochte ich mich auch bei meinen Kooperationspartnern bedanken:

PD Dr. Dominik Schwudke (Borstel) fiir die groBartige Hilfe bei der Lipidomanalyse
und die daraus entstandene enge Freundschaft. You are MASS SPECtacular! Vielen Dank

auch an die Mitglieder der AG Schwudke. Es war und ist immer sehr schon bei euch!

Dr. Martin Hardt (GieBen) fiir die Hilfe bei den elektronenmikroskopischen Arbeiten
und das freundschaftliche Verhiltnis. Ebenso danke ich Anna Mobus fiir die

Probenvorbereitung und technische Assistenz.

Prof. Benjamin Neuman (Reading/Texarkana) fiir das ,,An-die-Hand-Nehmen* bei den
ersten zaghaften Schritten im Bereich der Elektronenmikroskopie und bei der

gemeinsamen ,,DMV-Suche® in Reading.




Prof. Arnold Griinweller (Marburg) fiir die gemeinsame Arbeit an anderen Projekten,
das freundschaftliche Verhiltnis und die Unterstiitzung. Bleib bitte so (unendlich cool)

wie du bist!

Prof. Maaike Everts (Birmingham, Alabama) als meiner ,,Women-in Science‘-Mentorin

fiir die regelméBigen Nachfragen und Ermutigungen.

Sowie den vielen, vielen anderen Menschen, die ich auf Tagungen und Workshops
kennen lernen durfte und die zur Erweiterung meines wissenschaftlichen Horizonts

beigetragen haben.

Ein besonderer Dank gilt auch den Labormitgliedern der Med. Virologie: Rama, Karin,
Ulli, Alex, Ahmed, Irina, Heiko und natiirlich Nadja. Ohne letztere wire die Zeit um
einiges unlustiger verlaufen. Neben deiner hervorragenden und langjéhrigen Expertise in
Sachen CoV und im generellen Laboralltag schitze ich auch sehr deine Art und deinen

,-mir nicht ganz undhnlichen‘ Humor.

Herzlichen Dank auch an die vielen lieben Menschen in meiner Heimat und in der Ferne,
die mich schon (sehr) lange begleiten. Vorneweg meine liebe Co, aber auch Sylvana,
Nicole und all die anderen Greibstoaner Weibsleut (+ Mianner) und ,Bies‘ Kich¢-
Bewohner“... WEs ohne euch wiren nicht dasselbe... und natiirlich Caro (mein
herzallerliebstes Nordlicht, welches der europdischen Virologiegemeinschaft auf dem
Congress-Dinner des EVC 2016 die Vorteile der Fluoridzahnpaste erldutert
hat....phdnomenal!). Ein Kiisschen auch an meine Liebeleins Melissa (Danke auch fiir

das viele Pferd-Sitten und Mist-Dienst-Ubernehmen), Miri, Angi und Sebastian!!!

Nicht zuletzt mochte ich auch meinen Eltern, Sibylle und C.-P., sowie meinem lieben

Opa Horst danken, die mich immer in allen Lebenslagen unterstiitzen und immerzu auf

mein Hundekind acht gegeben haben, wenn es mal wieder ldnger gedauert hat. Danke fiir

all die Jahre Verstidndnis, Beistand und Unterstiitzung.

DANKSAGUNG

134



DANKSAGUNG

135

10. Eidesstattliche Versicherung

Hiermit versichere ich, die vorgelegte Thesis selbststindig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt zu haben, die ich in der Thesis angegeben habe.
Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemél aus verdffentlichten Schriften entnommen
sind, und alle Angaben die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich
gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Thesis erwidhnten Untersuchungen
habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der
JustusLiebig-Universitit zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis‘ niedergelegt sind,
eingehalten. Gemi3 § 25 Abs. 6 der Allgemeinen Bestimmungen fiir modularisierte

Studiengiinge dulde ich eine Uberpriifung der Thesis mittels Anti-Plagiatssoftware

Datum, Ort Christin Miiller




