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Abstract

Common to all plus-strand (+) RNA viruses is thduation of intracellular membrane
rearrangements that, shortly after virus entryyltas the formation of large, organelle-
like “virus factories” to which the viral replicatn/transcription complexes (RTCs) are
anchored. These so-called replicative organell€3sjRensure high local concentrations
of host and viral proteins required for efficiemtal replication and sequester components
of the viral replication machinery from recognitibg host cellular defense mechanisms.
The molecular mechanisms involved in the formatbimhese membranous structures in
virus-infected cells are not well understood and #ipecific roles of cellular factors,
including specific membrane structures and celllifads, in viral replication are largely
unknown. Since coronaviruses induce profound mengbr@arrangements in infected
cells, they have been speculated to require celemaymes involved in the synthesis
and/or modification of specific cellular lipids. this study, | was able to demonstrate the
importance of one of these enzymes, cytosolic pnalgpase 2 (cPLA2 ), which could
be shown to be an essential host cell factor reduior the production of coronavirus-
induced ROs. cPLA2 catalyzes the hydrolysis of membrane-associated
phosphoglycerides at tls®-2 position, thereby generating a lysophosphol{jhidL) and

a fatty acid. Furthermore, | was able to show thhibition of cPLA2 activity using a
highly selective, small-molecule inhibitor (i) impathe accumulation of viral RNA and
proteins and (ii) interferes with RTC and RO forimoatin HCoV-229E-infected Huh-7
cells. The observed virus replication defects iltsceeated with the cPLAZ2 inhibitor
suggest that insufficient levels of LPL speciesdoiced by cPLA2 have a negative
impact on the formation of fully functional RO sttures in virus-infected cells. Further
evidence to support this hypothesis was obtainedeltular lipidome analyses and
additional studies described in this thesis. Irgngly, this and a previous study also
revealed that inhibition of cPLA2activity causes replication defects of severaleoth
+RNA viruses employing virus-induced membrane s$tm&s, such as members of the
Flaviviridae (Hepatitis C virus, Dengue virus; Menzel et alQ12), Coronaviridae
(MERS-CoV) and Togaviridae (Semliki forest virus), while the replication of
picornaviruses, influenza virus and vaccinia vinuas not evidently affected in the
presence of the cPLAZ2inhibitor. Taken together, the study provides riesting new
insight into changes of the cellular lipidome ofamavirus-infected cells and identifies

cPLA2 as an essential cellular factor required for #ygication of coronaviruses and




several other +RNA viruses, potentially providingwnoptions for the development of

broadly acting antiviral drugs.




Zusammenfassung

Viren mit einem Einzelstrang-RNA-Genom von positivEolaritdt (+RNA-Viren)
induzieren kurz nach dem Eintritt in die infizieh®irtszelle die Bildung von grof3en,
Organell-ahnlichen ,Virusfabriken®, in deren Innereder virale Replikations-
/Transkriptionskomplex (RTC) verankert ist. Diesg@nannten replikativen Organellen
(ROs) erlauben eine hohe lokale Anreicherung vdtulaeen und viralen Proteinen,
welche fur die virale Replikation benotigt werdetudem wird die virale Replikation
innerhalb der ROs vor der Erkennung durch zekulibwehrmechanismen geschiitzt.
Der molekulare Mechanismus zur Bildung von ROgissichtlich der Beteiligung von
spezifischen Membranstrukturen, zellularen Lipidea Enzymen noch nicht vollstandig
beschrieben. Es wird jedoch aufgrund der massivembfanumstrukturierungen im
Laufe der +RNA-Virus-Infektion vermutet, dass z&lhe Enzyme, welche eine Rolle in
der Lipidsynthese und/oder —modifikation spiel@wvoiviert sind. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass ein wichtiges Enzym des LUipifigechsels, die zytosolische
Phospholipase A2 (cPLA2 ), einen Einfluss auf die Bildung Coronavirus (CeV)
induzierter ROs hat. cPLA2 katalysiert die Hydrolyse Membran-assoziierter
Phosphoglyzeride an der sn2-Position, wodurch gsophospholipid (LPL) sowie eine
freie Fettsdure entstehen. Eine Inhibition von cPLAunter Verwendung des
hochselektiven Inhibitors Py-2 beeintrachtigte (ijflie virale RNA- und
Proteinakkumulation und (ii) die Bildung viraler R¥ und ROs in CoV-infizierten Huh-
7-Zellen. Der beobachtete Defekt der viralen Regpidn in Py-2-behandelten Zellen legt
nahe, dass die Reduktion einiger LPL-Spezies emegativen Effekt auf die Bildung
funktioneller RO-Strukturen in Virus-infizierten Men hat. Diese Hypothese wurde
zusatzlich durch Lipidom-Analysen CoV-infizierteelen und weiterer Daten, welche im
Laufe dieser Arbeit gewonnen wurden, unterstittieressanterweise zeigt diese sowie
eine weitere Studie, dass neben CoV auch die Reik weiterer Membran-
umstrukturierender +RNA-Viren durch cPLAZ2nhibition gehemmt werden konnte.
Hierzu z&hlten Vertreter délaviviridae (Hepatitis-C-Virus, Dengue-Virus; Menzet al.
2012), Coronaviridae (MERS-CoV) und Togaviridae (Semliki-Forest-Virus).
Dahingegen war die Replikation von Rhinovirus, @&wdlius, Influenzavirus und
Vacciniavirus in Anwesenheit von Py-2 nicht be&iotitigt. Zusammenfassend bietet
diese Studie neue Einblicke in Coronavirus-indueieripidveranderungen des

Wirtszelllipidoms und konnte cPLA2 als einen essentiellen Wirtsfaktor fur die




Replikation von Coronaviren und weiterer +RNA-Vireufzeigen. Letzteres bietet
ebenfalls einen Ausgangspunkt fur die Entwicklunmgmes mdglichen Breitband-

Virostatika.
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1. Einleitung

Walter Scott, Marmion

1.1  Coronaviren

Coronaviren (CoV) wurden erstmals in den 1930errelahm Zusammenhang mit
Infektionen des Atem- und Verdauungstrakts sowie dentralen Nervensystems bei
verschiedenen Tieren beschrieben und isoliert{@nanpathogene Coronaviren (HCoV)
wurden hingegen erst 1965 im Zusammenhang mit thelligerenden Infektionen der
oberen Atemwege nachgewiesen und kurz darauf diglistler einer neu geschaffenen
Virusfamilie definiert (2). Zu den weltweit zirkelienden humanen Coronaviren zdhlen
HCoV-229E (3), HCoV-OC43 (4), HCoV-NL63 (5) und HZ#KU1 (6). Humane
Coronaviren galten lange Zeit als harmlose Erk@wiren, die, ahnlich wie die
Rhinoviren, relativ unkomplizierte Infektionen daveren Atemwege hervorrufen und nur
sehr selten zu Komplikationen fuhren. Dies andaitdhh 2002/2003, als das zuvor
unbekannteSevere-acute-respiratory-syndror@eronavirus (SARS-CoV) erstmals in
Erscheinung trat und zu einer weltweiten Epideralete (7-9). Ausgehend von Sudchina
verbreitete es sich in kirzester Zeit Uber nahdla Kontinente und infizierte 8098
Menschen, von denen 774 starben (10, 11). Fast dXallahre spater wurde ein neues
hochpathogenes Coronavirus auf der arabischen i¢albidentifiziert: dasliddle-East-
respiratory-syndromé&oronavirus (MERS-CoV), welches vor allem in Kanmmele
zirkuliert, jedoch auch Menschen infizieren kanmfektionen mit MERS-CoV
verursachen in der Regel grippeahnliche Symptor2g @chwere Verlaufe sind durch
eine ausgepragte Pneumonie, gelegentlich auchkeiesaAtemnotsyndrom (engicute
respiratory distress syndrom@ekennzeichnet, wobei die Letalitdt 30-40 % efren
kann. Fir die Therapie von Infektionen mit Coronawiund den meisten anderen RNA-
Viren gibt es derzeit keine (spezifischen) anti@na Therapieoptionen. Speziell fir

MERS-CoV sind biglatokeine Impfstoffe oder Therapieoptionen etabliert.

Eine Herausforderung bei der Entwicklung von argiein Therapeutika besteht in der

hohen Fehlerrate der Polymerase von RNA-Viren, wddazahlreiche Mutationen in der




neu synthetisierten, genomischen RNA auftreten. Dieisten dieser Mutationen
beeintrachtigen die Infektiositat und/oder Repiaseffizienz und setzen sich langfristig
nicht durch. Bei Vorliegen eines spezifischen Swbelsdrucks werden jedoch manche
dieser Mutationen (trotz eines partiellen Repliasidefekts) ,fixiert”, weil sie einen
Replikationsvorteil unter diesen Bedingungen au$eei Die hohe Fehlerrate der viralen
RNA-Polymerase ist also eine wesentliche Ursachedi@ genetische Variabilitat von
RNA-Viren, und sie (i) begtinstigt deren ausgezeatbrAnpassungsfahigkeit gegenuber
sich andernden Umwelteinflissen, (ii) fordert digale Immunevasion und (iii)
ermoglicht eine schnellere Anpassung an Wirt undsZlenwirt. Des Weiteren erlaubt
diese genetische Variabilitdt die Bildung von sagerien Fluchtmutanten, welche
gegeniber z.B. der internen, zellularen Immunarttsowie externen, virusspezifischen
Virostatika resistent sind.

Aufgrund der genetischen Variabilitdt von Viren tgies in den letzten Jahren
zunehmende Bestrebungen, neben den direkt (gegemspvioteine) wirkenden
Virostatika auch Inhibitoren einzusetzen, die Zéhe (fur die virale Replikation
essentielle) Faktoren als Angriffspunkt haben. Bieellularen Zielstrukturen sind
genetisch stabil und ihre Ausschaltung oder Hemnkamy vom Virus in der Regel nur
schwer kompensiert werden. Solche Wirtsfaktor-dpgetien Inhibitoren haben auRerdem
das Potential, gegen vorhandene oder entsteheme¢igdhe Varianten eines Virus oder
eine ganze Gruppe verwandter Viren einer Gatturey 6dmilie wirksam zu sein. Auch
zeigen solche Inhibitoren eine verminderte Resmrtwicklung (13). Trotz der Vorziige
solcher zellularer Zielmolekile fir die antiviraldherapie bleiben jedoch die Risiken
toxischer Nebenwirkungen zu bedenken, die durch(ziglich begrenzte) Hemmung
zellularer Funktionen bedingt sein konnen und naetiter Acht gelassen werden durfen.
Aktuell wird bei MERS-CoV-infizierten Patienten eirinterferon-Therapie angewendet
(14). Neben den hohen Behandlungskosten und ilegnebzten Wirksamkeit flhrt diese
Therapieoption auch zu massiven Nebeneffekten,ass dessere Therapieoptionen fir
Infektionen mit MERS-CoV dringend erforderlich sindn Zellkultur konnte die
Replikation von MERS-CoV unter anderem durch diewéndung von Cyclosporin,
Chloroquin, Chlorpromazin, Loperamid und Lopinavaduziert werden (15-17). Ob
diese Ansatze zukinftig Anwendung in der Klinikdan, muss jedoch durch weitere

Untersuchungen gezeigt werden.




1.1.1 Taxonomie

Die Virusfamilie Coronaviridae bildet gemeinsam mit den FamilieArteriviridae,
Roniviridae und Mesoniviridaedie Ordnung demidovirales Diese haben ein nicht-
segmentiertes, einzelstrdngiges RNA-Genom von igesiPolaritdt und zeichnen sich
durch die Synthese eines ,geschachtelten” Satzegl. (eested s@tvon 5- und 3'-
koterminalen subgenomischen mRNAs in den infizreiZellen aus. Dieses besondere
Charakteristikum inspirierte auch die Namensgebiimgdie OrdnungNidovirales (lat.
nidus = Nest) (18), wenngleich die gewahlte lateinistheersetzung flinestednicht
korrekt ist. Trotz ihrer &ahnlichen Genomorganisatiaind Replikationsstrategie
unterscheiden sich die einzelnen Vertreter @eronaviridaesehr deutlich hinsichtlich
ihrer Morphologie sowie ihrer Genomgrof3en (18, I¥e Familie derCoronaviridae
besteht nach der aktuellen Klassifikation aus deiddn UnterfamilienCoronavirinae
und Torovirinag wobei die UnterfamilieCoronavirinaeaufgrund von Sequenzanalysen
gegenwartig in 4 Genera,( , , ) eingeteilt wird. In der folgenden Tabelle wirchel
Uberblick iber die Ordnung dalidoviralesmit einigen beispielhaften Virusspezies (u. a.
SARS-CoV und MERS-CoV) gegeben.

Tabelle 1. Klassifizierung der OrdnungNidoviralesnach dem internationalen Komitee der Taxonomie voViren
(ICTV).

Ordnung Nidovirales
.gs .. I . e e . ee .« e
Familie Coronaviridag- - - === == === =2 - Arteriviridae - - - -Roniviridae - - - - Mesoniviridae
| 1 I
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 \a;isrzgmertes + 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 annahernd kugelférmigen Virionen haben einemcbmesser von 90-110 nm und
sind von einer Lipidhille umgeben, in welche 3 MrdMembranproteine integriert sind
(Abb. 1).

Das Spikeprotein (S-Protein, 180-220 kDa) ist aisné@r in die Virushille eingelagert
und ragt ca. 20 nm mit seinen keulenformigen Peptemaus dieser hervor (20). Dieses




Charakteristikum erinnert im Elektronenmikroskopd&as Erscheinungsbild einer Corona
(lat. corona = Kranz, Krone), &hnlich dem Strahlenkranz der riggnund war
namensgebend fir diese Virusfamilie.

Das mit der weitaus hdchsten Molekul-Anzahl in\imushille eingebaute Protein ist das
Membranprotein M. Es durchspannt die Membran mehriand ist mafR3geblich an der
Partikelbildung beteiligt (21). Zudem interagiedsdM-Protein mit dem Nukleokapsid-
Protein (N) (22, 23) und verankert dieses an dalemn Hulle (24).

Das kleine, integrale Hullprotein E scheint nichtder Partikelbildung beteiligt zu sein
(25-27). Es wird jedoch angenommen, dass es eitle Roder Viruspartikelfreisetzung
spielt (28, 29).

Das Nukleokapsidprotein (N-Protein) befindet sioharhalb der Virushulle und bildet
zusammen mit der viralen RNA das Nukleokapsid. DiBrotein ist an der RNA-

Transkription und/oder Replikation beteiligt (3@,)3

z\lu)kleokapsidprotein Membranprotein (M)
N

. Spike-
' protein

©)]

protein

i

Abbildung 1. Elektronenmikroskopische und schematische Darstelhg einesCoronaviruspartikels (modifiziert
nachhttps://jmobraindump.files.wordpress.com/2012/08jnavirus-structure.jpg)

1.1.3 Genomorganisation & Replikation

Mit 27-32 Kilobasen (kb) besitzen Coronaviren ded3e bekannte virale RNA-Genom.
Die RNA ist am 3-Ende polyadenyliert und am 5-endlurch ein Cap-Struktur
geschutzt (32).

Der erste Schritt im viralen Lebenszyklus ist diad8ing des S-Proteins an spezifische
Wirtszellrezeptoren. HCoV-229E verwendet als Rezeplie Aminopeptidase N (33),
wohingegen MERS-CoV die Dipeptidylpeptidase 4 (DPRwitzt (34). Nach der
Freisetzung des viralen einzelstrangigen RNA-Genamsler Wirtszelle kann dieses




aufgrund seiner positiven Polaritat (+RNA) und seirb’-terminalen Cap-Struktur
umgehend im Zytoplasma translatiert werden.

Die 5'-terminalen zwei Drittel nidoviraler Genomeedtehen aus zwei grol3en, sich
geringfugig Uberlappenden offenen Leserahmen (emgkn reading franmje die als
ORF1l1a und ORF1b bezeichnet werden. Die beiden GBdigren fur zwei Polyproteine
(ppla und pplab), wobei letzteres eine verlangéetsion von ppla darstellt und fur
seine Synthese eine programmierte ribosomale Lstsevarschiebung (-Irameshif}
wéhrend der Translation bendtigt (35). Die Stedle,der diese Leserasterverschiebung
stattfindet, befindet sich direkt vor dem Translatistopp des ORF1a und fuhrt mit einer
etwa 20-30 %igen Wahrscheinlichkeit zu einem Welcinsgas (-1)-Leseraster, bevor das
ORF1la-Stopp-Kodon erreicht wird. Voraussetzungdi@ses Ereignis sind zwei RNA-
Elemente: Erstens eine kurze Sequenz (5’-UUUAAAL-@'e auch slippery sequence”
genannt wird. Diese erlaubt den in den A- und Ftleogen gebundenen tRNAs, exakt ein
Nukleotid zurickzuwandern (in die [-1]-Position)pmach dann die Translation bis zum
Translationstopp im ORF1b fortgefiihrt werden kabas zweite RNA-Element umfasst
eine stabile RNA-Sekundarstruktur (z. B. RNA-Psdundden), die einige Nukleotide 3'-
terminal der glippery sequenceVorhanden ist (36). Diese Besonderheiten ermdgich
eine translationale Regulation der Expression de&fF{h-kodierten Nichtstrukturproteine,
die durch diesen Regulationsmechanismus in geengelengen als die ORFla-Produkte
translatiert werden (35, 37-39).

Voraussetzung fur die Bildung eines aktiven viraleReplikations- und
Transkriptionskomplexes (englreplication/transcription complex RTC) ist die
autoproteolytische Spaltung der generierten Potgmre ppla und pplab, wodurch diese
zu funktionellen Enzymen prozessiert werden (40, fieser Vorgang erfolgt durch
viruskodierte Proteasen, wobei man 2 Gruppen voateBsen unterscheidet: die
Chymotrypsin-ahnliche Hauptprotease P(M oder 3CP) sowie ein bis zwei
papainahnliche Proteasen {F). Die Hauptprotease wird autoproteolytisch an 2
flankierenden Spaltstellen freigesetzt und spaltetra- und intermolekular die
Polyproteine ppla und pplab an 9 weiteren konsgewiePositionen. Die beiden
papainahnlichen Proteasen prozessieren hingegen Ndarminalen Anteil der
Polyproteine. Die proteolytische Prozessierunglaéden Polyproteine von HCoV-229E
fuhrt (neben zahlreichen Prozessierungsintermegiata insgesamt 16 Endprodukten,
den sogenannten Nichtstrukturproteinen (engh-structural proteinsnsps).




Die coronavirale Transkription und Genomreplikataiurch den RTC ist ein komplexer
Vorgang, der zur Synthese von subgenomischen RN#geszahlreichen Volllangen-
Genom-RNAs fihrt, die entweder in neugebildete dfiegn eingebaut werden oder als
MRNA fir die Synthese weiterer RTCs genutzt werdeie. virale Genomreplikation
startet mit der Bildung einer Negativstrang-RNA-komles viralen Genoms, welche
anschliel3end als Matrize fur die Produktion dedI&wofjen-Genoms in positiver Polaritat
dient. Im Gegensatz zur coronaviralen Genomreptikatwerden bei der viralen
Transkription mRNA-Moleklle subgenomischer Langeeegt (Abb. 2).
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Abbildung 2. Coronavirus-Genomorganisation und subgnomische RNAs.Schematische Darstellung des HCoV-
229E-Genoms. Abgebildet sind die ORFs und viraldRNs&s, welche in infizierten Zellen synthetisiert wen. Die
mRNAS wird nur in sehr geringen Mengen produzierd ist hier nicht dargestellt. Das 5-Ende der mRN&gt im
S-Gen und hat vermutlich keine biologische RelevdidAs sind dargestellt in der 5-3'-Richtung von linkach
rechts, wobei dideaderSequenz am 5-Ende jeder mRNA (schwarze Box) loieatisst. TRS-Sequenzen sind als
weifle Boxen dargestellt. An der Verbindung zwiscl@RF1la und ORF1b befindet sich diaameshiftElement,
welches zur ORF1b-Expression bendtigt wird und hient eingezeichnet ist.

Diese subgenomischen RNAs (sgRNAs) enthalten guneterschiedlich langen) Teil der
Genomsequenz und besitzen identische 3’- und Bittele Enden. Am 5-Ende der
genomischen und aller subgenomischer RNAs befisddt eine Sequenz von 65-98
Nukleotiden, die al¢eaderSequenz bezeichnet wird. Der|Baderund die 3'-gelegene
bodySequenz, die einen oder mehrere ORF(s) enthaltd wdurch sogenannte
transkriptionsregulierende Sequenzen (TRS) mitelearverbunden. Diese TRS sind

mehrfach im Genom vorhanden. Eine TRS befindet 3i¢derminal derleaderSequenz,




weshalb sie aléeaderTRS bezeichnet wird. Die anderen TRS-Elemententdefi sich
5-terminal der verschiedenen ORFs im 3‘-terminalereich des Genoms. Letztere
werden aldbody TRS bezeichnet (Abb. 2).

Ein zentraler Schritt in der Synthese coronaviradgRNAs ist die so genannte
diskontinuierliche Extension des Minusstranges.(B2bei wird die Negativstrang-RNA-
Synthese zunachst am 3’-Ende der genomischen RiAalsl Matrize dient) initiiert. Im
Bereich eines debodyTRS-Elemente kommt es zur Verlangsamung oder ei&pp
des Kopiervorgangs, wodurch dem RTC (zusammen e dhereits synthetisierten
Negativstrang) die Mdoglichkeit gegeben wird, zu d@iRS-Element 3'-terminal der
leaderSequenz am 5 Ende des Genoms zu transloziereiordErlich fir diesen
Matrizenwechel ist hierbei eine komplementare Bpaarung zwischen dem jeweiligen
body und dem leaderTRS-Element. AnschlieRend wird dann die RNA-Syséhe
fortgesetzt und dabei eine Kopie derléaderSequenz an das 3'-Ende des entstehenden

subgenomischen Negativstrangs angeheftet (43).
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Abbildung 3. Diskontinuierliche Extension wahrend de Negativstrangsynthese.Um den Schliisselmechanismus
der diskontinuierlichen Transkription der coronaién subgenomische mRNAs zu illustrieren, wurdemn hig zwei
sgRNAs dargestellt. L F#eaderSequenz; B1l, B2 hody der sgRNA 1 und 2, TRS = transkriptionsregulierende
Sequenzen, (+) = positive Polaritat; (-) = negaBwaritat.

Die entstandene sgRNA mit negativer Polaritat deeméchlieRend als Matrize fur die
Synthese zahlreicher sgRNA-Kopien mit positiver dfitht, die eine 5'-Cap-Struktur
tragen, 3'-polyadenyliert sind und als mRNAs fue diranslation der Strukturproteine
und einiger andere Proteine, die im 3'-Genomberekdiert sind, dienen. Die
Strukturproteine werden zusammen mit der genomiscR&A durch spezifische
Interaktionen und unter Nutzung von Membranen dekjidKomplex zu funktionellen
Viruspartikeln verpackt und aus der Zelle ausgesddtl Eine Zusammenfassung des

coronaviralen Vermehrungszyklus kann der Abbilddrepntnommen werden.
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Abbildung 4. Ubersicht (iber den coronaviralen Vermehrungszyklus (1) Das Coronavirus tritt durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszella. €2) Nach der Freisetzung der genomischen RNA mit pesit
Polaritéat (+RNA) wird diese in zwei Polyproteine {gpund pplab) translatiert, welche proteolytiscH %316 nsps
gespalten werden3) Die Nichtstrukturproteine bilden den RTC, welchersogenannten Doppelmembranvesikeln
(DMVs) verankert ist. Innerhalb der DMVs findet dRNA-Replikation sowie die Transkription von sg mRNgtatt.

(4) Wahrend der Replikation wird zunéchst eine negafingige Kopie (voller LaAnge) der Genom-RNA gebildet,
welche anschlieRend als Matrize zur Synthese néeaom-+RNAs dient. Wahrend der Transkription wirddeigen
ein Set von 6 sgRNAs durch diskontinuierliche Traiption gebildet. Diese sgRNAs kodieren fir die &tm- und
akzessorischen Proteine. Wahrend dieses Prozessetenw negativstrangige RNA-Molekile synthetisierte d
hinsichtlich ihrer Lange am 5‘-Ende variieren, jeHoalle an ihrem 3' Ende eine Kopie der genomisclealer
Sequenz tragen. Diese sgRNAs negativer Polaritademeanschlielend in + sg mRNAs umgeschrieben, digliél
Translation der viralen Strukturproteine bendétigerden. §) Die Assemblierung der Strukturproteine erfolgt
anschlieBend im intermedidren Kompartiment des ERIG@mplexes (ERGIC). § Neu synthetisierte Virionen
werden im Anschluss Uber Exozytose freigesetzt.

1.2  Virus-induzierte replikative Organellen

Viren sind wahrend ihres gesamten Lebenszyklus znakemplett von der Wirtszelle
abhangig, und es gibt zahlreiche Beispiele dafassadviren im Laufe ihrer Evolution

Mechanismen zur gezielten Manipulation von Funlgimmnd Strukturen der Wirtszelle
entwickelt haben. Ein Beispiel hierfur bieten uné@derem +RNA-Viren, deren RTCs
mit intrazellularen Kompartimenten assoziiert sitil deren Bildung wiederum eine
massive Membran-Reorganisation der Wirtszelle dduich ist (44, 45). Diese Virus-
induzierte Veranderung der zellularen Membranstnuldrmoéglicht die Bildung von

grof3en Organell-dhnlichen Strukturen, in deren femelie viralen RTCs verankert sind.
Diese sogenannten replikativen Organellen (ROsgmabehrere Vorteile fir das Virus:




(i) zum einen erhoht sich die lokale Konzentratiber fur die virale RNA-Synthese
bendtigten viralen und zellularen Faktoren, (ii) nzu anderen erlaubt die
Kompartimentierung eine raumliche Koordination M@NA-Synthese, Translation und
Assemblierung, und (iii) des Weiteren werden VilRIECs sowie neu gebildete RNAs vor
einer Erkennung durch Elemente des angeborenensiivimunsystems ,versteckt”,

wodurch die Effizienz der viralen Replikation erhdlird und Voraussetzungen fur
persistierende Infektionsverlaufe geschaffen wekdemen.

Dabei unterscheidet sich der Ursprung und die Fdreser ROs teilweise drastisch
zwischen den verschiedenen Virusfamilien der +RNAeW (Abb. 5 und Tabelle 2) (46).

Anhand ihrer Morphologie kdnnen hierbei tubulareduwesikulare Strukturen

voneinander unterschieden werden. Zum Beispiel zieden Semliki-Forest-Virus,

Sindbis-Virus, Flockhouse-Virus und Rubellaviruulére Spherulen oder invaginierte
Vesikel (46-50). Dahingegen bilden die Enterovif@oxsackievirus B3 und Poliovirus
sowie einige Vertreter deFlaviviridae (West-Nil-Virus, Dengue-Virus [DENV] und

Hepatitis-C-Virus [HCV]) Doppelmembranvesikel (englouble membrane vesicles
DMVs) (Abb. 5A-D) (51-55). Letztere sind auch tyghsfiir einige Coronaviren (56-58).
Eine Zusammenfassung der induzierten zellularen bfanstrukturen wird in Tabelle 2

gegeben.




Abbildung 5. Elektronenmikroskopische Darstellung von Viru«induzierten replikativen Organellen. (a)
Poliovirus-infizierte HelLa-Zellen.b) HCV-infizierte Huh-7-Zellen. @ DENV-infizierte Huh-7-Zellen. d)
SARS-CoV-infizierte Vero-Zellen.g| Vacciniavirus-infizierte Huh-7-Zellenf)( Semliki-Forest-Virus-infizierte
BHK-Zellen. Die Vergroferungsausschnitte im oberechten Bildbereich zeigen eine detaillierte Ansidar
induzierten Membranstrukturen. ER = EndoplasmatisdRetikulum; G = Golgi-Apparat; M = Mitochondrium;
N = Nukleus; RS =zeplication site(aus Miller & Krijnse-Locker, 2008 (45))




Tabelle 2. Uberblick tiber Viren, die typische Membraveranderungen hervorrufen (auf Grundlage von Miller
& Krijnse-Locker, 2008 (45) und Paul & Bartenschlage, 2013 (44)) CM = convoluted membrane®MVs =
DoppelmembranvesikeER = Endoplasmatisches Retikulum, PM = Plasmamembran

Familie

Corona-
viridae

Arteri-
viridae

Toga-
viridae

Picorna-
viridae

Flavi-

viridae

Pox-
viridae

Membran- Induzierte Grole der
Genom Virus Erkrankung ursprun Membran- | induzierten | Referenz
prung strukturen Strukturen
HCoV- Respiratorische 200-300 (47, 48)
229E Erkrankung DMVs nm ’
Schweres akutes
200-350
+RNA | SARS-CoV Atemwegs- ER (?) am (49)
syndrom
Mouse DMVs, CM i
hepatitis Hepatitis 20r(1)r;;350 (50)
virus
Equines Arteriitis,
+RNA Arteritis- hamorrhagische ER DMVs ca. 90 nm (51)
Virus Erkrankung
Semliki- - Endosom,
Forest- Epzephglltls PM, 50 nm (52)
g (bei Nagetieren)
Virus Lysosom
+RNA Slndbls- Sindbis-Fieber Endosom, | Spherulen 50 nm (53)
Virus PM
Rubella- - Endosom,
Virus Roteln Lysosom 80-500 nm (54)
. Respiratorische
Rhinovirus Erkrankung N/A (55)
ER, DMVs,
+RNA trans Golgi,| Vesikel-
Poliovirus | Poliomyelitis Lysosom Cluster 102:00 (56, 57)
Coxsackie-| Verschiedene
) systemische 150 nm (58)
virus .
Infektionen
DENV Denguefieber ER DMVs 90 nm (59)
\il. | Asymptomatisch
West-Nil sowie ER DMVs, CM| 50-150 nm|  (60)
Virus i
+RNA Enzephalitis
Golgi-
HCV Hepatitis AE%?(rjat' DMVs 150 nm 61)
droplets
Vaccinia- TS ER-
dsDNA - (Pockenschutz- ER . N/A (62)
virus - Inklusionen
impfung)

Interessanterweise induzieren auch Vacciniaviremiie derPoxviridag, deren Genom
aus doppelstrangiger DNA besteht, spezielle inthdzee Membrankompartimente. Im
Gegensatz zu den meisten anderen DNA-Viren, diglan Regel im Zellkern der

infizierten Zelle replizieren, erfolgt die Replikat bei Vacciniaviren in




zytoplasmatischen Foci (63, 64). Diese sind vonNEbranen umgeben und ahneln
daher den +RNA-Virus-induzierten ROs (62).

1.2.1 Coronavirus-induzierte replikative Organellen

Neben den strukturellen Unterschieden der von wérdenen +RNA-Viren induzierten
ROs (Abschnitt 1.4) gibt es haufig auch innerhat end derselben Virusfamilie ganz
erhebliche Unterschiede. Dies betrifft auch die rordy derNidovirales. Hier variiert
ebenfalls das strukturelle Erscheinungsbild der R@snigen wesentlichen Punkten.
Coronaviren induzieren vornehmlich DMVs in den pekledren Regionen im
Zytoplasma der Wirtszelle (51). Der Durchmesserrddoviralen DMVs variiert hierbei
im Durchmesser von ca. 100 nm (z. B. Equines Arsevlirus, EAV) (51) bis 300 nm (z.
B. SARS-CoV) (49).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von DMVs in SAR&V- und EAV-infizierten
Zellen zeigten, dass es sich hierbei nicht umesiiVesikel handelt, sondern vielmehr
um ein untereinander verbundenes Netzwerk, weleeesutlich direkt mit dem ER
assoziiert ist (Abb. 6) (49, 65). Zudem konnte abebbachtet werden, dass die dul3ere
Membran der SARS-CoV-induzierten DMVs mit Ribosonimsetzt ist (Abb. 6C) (49).
Die zwischen den DMVs gelegenen Strukturen werdsn\erschachtelte”, konvolute
Membranen (englconvoluted membrane§M) bezeichnet und werden ebenfalls als

funktionelle Bestandteile dieser ROs angesehen.




(Knoops et al.,2008)

Abbildung 6. Coronavirus-induzierte replikative Organellen. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme HGoV
229E- infizierter Huh-7Zellen 12 Std. p. i.. Charakteristisch sind die D8IW der perinukledren Region, welch
Clustern auftreten.B) 3D-Tomographie eines Verbands aus grofen undhéden SARS-CoVRrduzierten DMV
(auBere Membran, gelb; innere Membran, fliederfgrhdie miteinander durch konvolute Membranen (Ckange
verbunden sind (Knoopst al., 2008 (49)). C) Schematische Darstellung eines SARS-Co\rierten retikulare
Netzwerks. Der zeitliche Verlauf der wahrend defelttion entstehenden Strukturen wird von links naehht:
dargestellt. Die &uRere Membran der CM, DMVs undiké#gsakete (VPs) sind mit Ribosomen besetzt, wasemét
Ursprung der Mmbranen vom rauen ER hinweist. Innerhalb der DNbeéfndet sich ein bisher nicht definiel
Jfibroses Material, was jedoch regelmafig als dsRiNarkiert werden konnte (Knoops al., 2008 (49)).

Hingegen induziert das Infektiose-Bronchitis-Vir@iBV), welches ebenfalls zur Familie
der Coronaviridaezahlt und dem Genusammacoronavirusngehort, charakteristische
Spherulen, zipperedER" und DMVs mit einem Durchmesser von 170-220 hB\/-
induzierte DMVs scheinen im Gegensatz zu dem obgaleten SARS-CoV-induzierten
retikulovesikuldren Netzwerk nicht miteinander wartden zu sein (66, 67). Weiterhin ist
die aulere Membran der IBV-induzierten DMVs niclit Ribosomen besetzt (67).




Trotz der morphologischen Unterschiede konntenllenanidoviralen ROs verschiedene
Untereinheiten des Replikationskomplexes nachg@wmieserden, wie beispielsweise
virale Nichtstrukturproteine sowie doppelstrangigls) RNA-Replikationsintermediate
(47, 49).

1.2.2 Zellulare Faktoren der Biogenese von replikativen Kkmpartimenten

von +RNA-Viren
Die Bildung der ROs resultiert aus einem praziseisaimenspiel von viralen und
zellularen Faktoren, welches sich evolutionsbedindividuell fir diverse Virusspezies
entwickelt hat. HCV und Mitglieder ddPicornaviridae (z. B. Rhinovirus, Poliovirus)
rekrutieren zum Beispiel Phosphatidylinositol-4dsen 11l / (PI4KII /), um
Phosphatidylinositol  (Pl) zu Phosphatidylinositepdosphat  (P14P)-Lipid zu
konvertieren (68). In diesen ROs sind PIl4P-Lipidgeareichert, welche dort vermutlich
weitere Lipide oder zellulare Kofaktoren rekrutier@69). Interessanterweise bendétigen
jedoch weder West-Nil-Virus noch DENV, die neben\H@&benfalls zur Familie der
Flaviviridae gehoren, PI4P fur ihre Replikation (70, 71). Disgt, dass sich auch
innerhalb derselben Virusfamilie die Zusammenseajaton ROs unterscheiden kann. Im
Laufe der vorliegenden Arbeit konnte unter andegareigt werden, dass die Kinase
P14KIll  keine erkennbare Rolle bei der Replikation von MEBoV spielt, wahrend
dieses Enzym fir die Replikation von Rhinovirenegsg®ll zu sein scheint (72).
Im Gegensatz zu PHMKIII kann die Fettsauresynthase (FASN) vermutlich abs e
genereller Wirtsfaktor von RO-bildenden +RNA-Virangesehen werden. Grundsatzlich
wirkt sich eine Hemmung der Neogenese von Fettaéduech die Inhibition von FASN
negativ auf die Replikation einer Vielzahl von +RNAen aus. Dies konnte
beispielsweise fur DENV (73, 74), Gelbfieber-Vir{7gl), West-Nil-Virus (71), HCV (75,
76), Coxsackie B3 Virus (76), Poliovirus (77) undr@navirus (Angeliniet al, nicht
publiziert) experimentell bestéatigt werden. Die &atunterstreichen die Abhangigkeit
von +RNA-Viren von der Lipidsynthese bzw. dem Ligtioffwechsel der Wirtszelle.



1.2.3 Virale und zellulare Faktoren der Biogenese von Camavirus-

induzierten replikativen Organellen
Neben der FASN konnte bisher fir Coronaviren kewitever essentieller zellularer
Faktor identifiziert werden, der fur die Bildungrveoronaviralen ROs erforderlich ware.
Hinsichtlich der beteiligten viralen Faktoren koantgezeigt werden, dass die
nichtstrukturellen Transmembranproteine nsp3, napdl nsp6 zur Bildung von SARS-
CoV- und MERS-CoV-DMVs bendotigt werden (78, 79).dém konnte fur SARS-CoV
gezeigt werden, dass die Protein-Disulfid-lsomer@2Bl) (80) und Sec6lalpha mit
viralen RTCs kolokalisieren (81). PDI und Sec6lalpsind normalerweise an der
Translokation und Modifikation von ER-assoziierteroteinen beteiligt.
Morphologische Gemeinsamkeiten zwischen DMVs undoplbagosomen sowie eine
beschriebene Kolokalisation von nsp2, nsp3, nsp@ de@m Microtubule-associated-
protein-light-chain-3 (LC3)-Protein, einem Autophagosom-Marker, legtene d
Vermutung nahe, dass Autophagie-Mechanismen amitting von ROs beteiligt sein
kénnten (82). Diese Hypothese wurde jedoch spatérage gestellt, als gezeigt werden
konnte, dass coronavirale DMVs auch ohne eine Bpieg von Autophagieprozessen
gebildet werden kénnen (83). Die bisherigen Studiessen daher noch keine definitive
Aussage zur moglichen Bedeutung der Autophagidi&iDMV-Bildung zu.
Bisher sind keine Lipid- oder Membran-modifizierendKofaktoren beschrieben, die
eine essentielle Rolle in der coronaviralen DMVeBihg spielen kdnnten. Ein solcher
(im Optimalfall Gber mehrere Virusfamilien hinwegrservierter) zellularer Faktor, der
die Bildung viraler ROs unterbindet, wirde einensgrreichneten zellularen
Angriffspunkt fur neue antivirale Therapeutika ket Im Rahmen dieser Arbeit wurde
deswegen ein lipolytisches Enzym aus der Familig @&hospholipasen naher
charakterisiert. Dabei wurde der Frage nachgegangén dieses Enzym, das als
essenzieller Wirtsfaktor bereits fur zwei andere-Btl@ende Viren (DENV und HCV)
aus der Familie deFlaviviridae beschrieben wurde, essenziell fur Coronaviren und
andere +RNA-Viren ist (84).



1.3  Phospholipasen
Phospholipasen (PL) gehdren zu einer grof3en

und diversen Enzymgruppe mit einem breiten
bioaktiven Spektrum. Die Einteilung von PLs
in vier Klassen, PLA (PLA1 und PLA2), PLB,
PLC und PLD, erfolgte auf der Grundlage
ihrer Substratspezifitat (Abb. 7). PLA1 und
PLA2 spalten an desnl bzw.sn2 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 i
einem  Glyzerophospholipid von den vie PLD die polare Kopfgruppe entfernt.
verschiedenen Phospholipasklassen hydrolysiert
werden.
1.3.1 Phospholipase A2
PLAZ2s hydrolisieren Glyzeride an den2 Position, wodurch eine freie Fettsdure sowie
ein zurtickbleibendes Lysophospholipid (LPL) entstBlas erste (aus Kobragift isolierte)
PLA2-Enzym wurde bereits vor 100 Jahren beschrigld&). Heutzutage ist bekannt,
dass es sich hierbei um die sezernierte PLA2-FaiPLA2) handelt, die spater auch in
bovinem Pankreas sowie in humaner Synovialflissighkeschrieben wurde (86, 87).
Weitere Klassen von PLA2, die jedoch keine Homaagnit SPLA2 besitzen, sind die
Kalzium-unabhéngigen PLA2s (iPLA2) sowie die zylasdhen PLA2s (englcytosolic
phospolipase 2¢PLA2). Letztere Klasse wird in 6 Gruppen eindetei bis ), die ein

gewebespezifisches Expressionsmuster aufweisen (85)

1.3.2 Zytosolische Phospholipase A2

Die hochkonservierte, 85kDa groRe cPLA&ellt die am besten charakterisierte Form
der PLA2 dar und kommt ubiquitar in allen humanew@ben vor. Eine Aktivierung der
zytosolischen PLA2 bedarf eines Anstiegs des irthalaren Kalzium-Levels sowie einer
Phosphorylierung der cPLA2 In-vitro-Experimente konnten zeigen, dass eine
zytosolische C&-Konzentration von 0,3-1 pM benétigt wird, um eifi@nslokalisation
der Lipase an die perinukledren Membranen der Zalleerreichen (88-93). cPLA2

transloziert sowohl zu Membranen des Golgi-Apparatel des ER als auch zu



mitochondriellen und nukledren Membranen, aber auganz generell zur
Plasmamembran (94). Dartber hinaus reguliert digsptorylierung die enzymatische
Aktivitat dieser Lipase. Die katalytische DoméanenvaPLA2 besitzt mehrere
funktionelle Phosphorylierungsstellen an der Positer437, Ser454, Ser505 und Ser727
(95), wobei Ser505 die fur die Enzymaktivierung htigste Phosphorylierungsstelle
darstellt (96). Die Phosphorylierungen erfolgenctiuektivierte Formen der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38 und ERK1/2vg® JNK (95, 97-99). Die aktive
Form von cPLA2 bindet (nach der entsprechenden Translokation) an
Phosphatidylinositol (PIP) in der Plasmamembran, dwoh vermutlich eine
Konformationsanderung eintritt, die die katalytechDomane optimal an der
Plasmamembran ausrichtet (100). Die durch cPLAZrmittelten Spaltungen von
Glycerophospholipiden fuhren zu einer Freisetzumgn mehrfach) ungesattigten
Fettsauren. Bei cPLA2handelt es sich hierbei praferenziell um Arachgiame. Diese
wird anschlieRend durch Cyclooxygenase 1/2 (COXW1AY Lipoxygenase (LOX)
metabolisiert. Hierbei kommt es zur Bildung von dSanoiden, Thromboxanen,
Prostaglandinen und Leukotrienen, die u.a. als (Ermzngsmediatoren wirken und
weswegen cPLA2 haufig auch als Immunmodulator bezeichnet wirdL(11D2). Neben
der freigesetzten Fettsaure verbleibt in der Plasemabran ein LPL, dessen lokale
Anreicherung vermutlich zu strukturellen Verandeyem in der Membran fuhrt (102).
Die Abbildung 8 zeigt eine schematische Ubersiart Regulierung und enzymatischen

Aktivitat der Lipase.



Abbildung 8. Regulation der cPLAZa-Aktivitat. Die zytosolische Phospholipase A®ird durch zwei Mechanismen
reguliert. Zum einen wird zur enzymatischen Ak#vieine Phosphorylierung durch MAPK (p38, ERK 1/2KY an

der Position Ser505 benétigt. Des Weiteren wir@ifi-Anstieg im Zytosol sowie eine damit einhergeheBéfelung
von C&" an cPLA2 benétigt. Dieser Ansteig kann durch die Mobiliaiey intrazellulérer Kalziumspeicher (z. B. ER)
oder durch die Aktivierung von &aKanalen in der Plasmamembran hervorgerufen wemdanh der C&-Bindung
transloziert cPLA2 zu intrazellularen Membranen. Dort hydrolysieg Hipase Phosphoglyzeride an der sn2-Position,
wodurch ein Lysophospholipid sowie eine freie Raite, welche praferenziell eine Arachidonsaureeiststehen. Die
generierte Arachidonsaure dient anschlieBend abst&i von COX und LOX bei der Synthese verschiedene
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene, disvathtige Inflammationsmediatoren gelten.

1.3.3 cPLAZ2 als Wirtsfaktor flr +RNA-Infektionen

Wie oben beschrieben, wurde die Lipase cPLA2reits friher als wichtiger Wirtsfaktor
fur die Replikation bzw. Bildung infektioser Virusgiikel von HCV und DENV
beschrieben. Menzadt al konnten zeigen, dass eine Inhibition von cPLARirch die
Verwendung des hochspezifischen Inhibitors Py-Be®iPyrrolidin-Derivates) zu einer
deutlichen Reduktion des Virustiters in DENV- un@€Winfizierten Zellen fuhrt (84).
Diese antivirale Wirkung konnte allerdings nichi Bellen beobachtet werden, die mit
dem Virus der vesikularen Stomatitis infiziert war&esikulares Stomatitis-Virusowie
weitere —RNA-Viren bilden keine ROs (84). Diese é&fstichungen lieRen einen
Zusammenhang zwischen der cPLARKktivitat und der Replikation von +RNA-Viren
vermuten, welcher in dieser Dissertation im Hinbkwf Coronaviren und andere +RNA-

Viren untersucht wurde.



1.4  Zelsetzung
Wie bereits dargestellt, konnten bisher keine dgdim Wirtsfaktoren, die an der
Bildung Coronavirus-induzierter ROs beteiligt simdentifiziert werden. Da jedoch eine
Beteiligung von Enzymen des Lipidstoffwechsels &n Bildung dieser Strukturen als
sehr wahrscheinlich gilt, sollte in dieser Disseotadie mogliche Bedeutung der cPLA2
fur die Replikation von HCoV-229E untersucht werdeHlierfir wurde der
hochspezifische Inhibitor Py-2 verwendet, welchBiLA&2 selektiv inhibiert und die
Replikation der +RNA-Viren DENV und HCV vermindef84). Des Weiteren sollte
speziell der Lipidmetabolismus in Coronavirus-iidizen Zellen naher untersucht
werden, um erste Hinweise auf die Beteiligung bastier Lipidklassen an der viralen
RO-Bildung zu erhalten.
Folgende Fragestellungen sollten hierbei adressenden:
Kann die Replikation von HCoV-229E durch die Pygeafische cPLA2-
Inhibition blockiert werden?
Wenn ja:
Ist diese Inhibition Zelltyp-abhangig?
Fur welchen Schritt des viralen Lebenszyklus wirte @&PLA2 -Aktivitat
bendtigt?
Welche Reaktionsprodukte der cPLAZktivitat werden fur die Coronavirus-
Replikation benotigt?
Welche zellularen Membranen, in denen spezifisddeslL(als Reaktionsprodukte
der cPLA2 -Aktivitat) angereichert sind, konnten fur die Bilty Coronavirus-
induzierter ROs von besonderer Bedeutung sein?
Stellt cPLA2 einen generellen essentiellen Wirtsfaktor fir Rdemde Viren
dar?
Welche Lipidklassen werden im Laufe der HCoV-228kektion in Huh-7-Zellen

reguliert?









2. Material & Methoden

2.1  Allgemeine Labormethoden

2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Addrioder Roth mit der

hdchstmdglichen Reinheit erworben und nach Anwejgies Herstellers gelagert.

2.1.2 Justierung des pH-Wertes in LOsungen

Ein pH-Meter (FiveEasy, Mettler Toledo) wurde vendet, um den pH-Wert in

Lésungen zu bestimmen. Falls nétig, wurde der pHt\Wat geeigneten Basen oder

Sauren eingestellt.

2.1.3 Glas- und Plastikware

Zylinder, Kolben, Flaschen der Firma Schott wurdenwvendet. Verbrauchsmaterialien

fur die Zellkultur, einzeln verpackte Pipetten, sewie 15- und 50-ml R6éhrchen wurden

von Greiner Bio One bezogen. Die 1,5-ml, 2-ml- @dl-Reaktionsgefale der Firma

Sarstedt wurden verwendet.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

Huh-7

BEAS-B2

MRC-5

HelLa

Die humane Zelllinie Huh-7 wurde 1982 auseei Leberzellkarzinom
isoliert und verfugt Gber differenzierte Leberaatiktionen. Huh-7 diente
als Standardzelllinie fur die Propagierung von Gav3, 104).

Diese humanen Epithelzellen wurde 1988 gasundem bronchialen
Biopsie-Gewebe etabliert und mit einem replikati@mmpetenten
Hybridvirus aus Adenovirus Typl2 und Simian-Viru@ #mmortalisiert

(105).

Diese primaren Lungenfibroblasten wurden awmmbryonalem

Lungengewebe isoliert und kénnen mit HCoV-229Eziefit werden (106).
HelLa-Zellen sind humane Zervixkarzinomzellemd ustellen die erste
etablierte humane Zelllinie dar (107). HeLa-Zellgarden bereits in den
1950ern verwendet, um die Replikation von VertreerPicornaviridae

(z. B. Poliovirus und Rhinovirus) zu studieren (L08
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Vero Vero-Zellen sind Nierenzellen der afrikanisthgrinen Meerkatze, die
1963 isoliert wurden. Diese Zelllinie wird ebengaflir die Anzucht einer
Vielzahl von Viren (z. B. Poliovirus) verwendet @0
BHK-21 Baby-Hamster-Nieren-Zellen wurden in diesebeit zur Replikation von
Semliki-Forest-Viren verwendet (110).
MDCK-II Madin-Derby-canine-kidneyZellen sind Nierenzellen aus dem Hund, die
zur Anzucht von Influenzaviren verwendet wurdenl(11
A549 Diese humane Zelllinie wurde aus einem Adermkam der Lunge
isoliert (112). Neben MDCK-II-Zellen wurde diesellirie flr Arbeiten

mit Influenzaviren verwendet.

2.2.2 Auftauen von etablierten Zelllinien

Kryo-Ro6hrchen mit den entsprechenden Zellen wurdaa dem flissigen Stickstoff
genommen und die Zellsuspension bei 37°C im Waadeaxhfgetaut. In der Zwischenzeit
wurde in eine 10-cfZellkulturschale 10 ml Medium vorgelegt. Die Zellevurden
anschlie3end hinzu getropft und im BrutschrankK37éC und 5 % Ce@inkubiert.

2.2.3 Zellkultur und Medien

Fur die Zellkultur von Huh-7-, HelLa-, Vero-, MRCEBHK-, MDCK-II-Zellen wurde
»,Dulbecco's Modified Eagle's Medium(DMEM, Gibco) verwendet, welches mit 10 %
[viv] fotalem bovinem Serum (FKS, Gibco), 100 U/mlenicillin und 100 pg/ml
Streptomycin (Gibco) versetzt wurde. Fir BEAS-B2lete wurde Bronchial Epithelial
Growth Mediurty (BEGM, Lonza) verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C urih £0;
kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von 80 %urden die Zellen aufgeteilt und
umgesetzt. Hierfir wurden die Zellen mit einer BiyWwEDTA-LOsung (Gibco, 1:10
verdinnt in PBS [170 mM NaCl, pH 7,4, 3,4 mM KCD inM NgaHPQ,, 1,8 mM
KH2POy]) bei 37°C von der Kulturschale abgel6st. Die Reskwurde durch die Zugabe
von FKS-haltigem Wachstumsmedium gestoppt und déde@ durch vorsichtiges
Resuspendieren vereinzelt. AnschlieRend wurderZéilen in der jeweils gewtinschten

Konzentration in neue Zellkulturschalen tberfuhrt.

2.2.4 Zellzahlbestimmung nach Neubauer
Die Zellzahlbestimmung wurde mit einer Zahlkammach Neubauer durchgefuhrt. Die
Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:2 mit 0,4 %\wIrypanblau versetzt und in die

Kammer eingetropft. Die ungefarbten Zellen in 4 @yoadraten innerhalb des Rasters
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wurden ausgezahlt und die Durchschnittszellzahlitegin Da ein Grof3quadrat ein

Volumen von 0,1 ul fasst, wurde die Zellzahl naslyénder Formel berechnet:

2.2.5 Lagerung von Zellen in fliissigem Stickstoff

Die Zellen wurden trypsiniert und in Wachstumsmaeditesuspendiert, bevor sie in ein
50-ml-R6hrchen tberfuhrt und bei 200 x g fur 10 Mpelletiert wurden. Das Pellet
wurde mit einem geeigneten Volumen von DMEM mit%(v/v] DMSO resuspendiert,

um eine Zellkonzentration von 2-6 x ®1@ellen/ml einzustellen. Aliquots von je 1 ml
wurden in 1,8-ml-Kryoréhrchen (Nunc) Uberfihrt ubdi -80°C langsam eingefroren.
Am Folgetag wurden die Ro6hrchen zur Langzeitlaggrun die Gasphase eines
Flussigstickstofftanks tUberfihrt.

2.2.6 Enzyminhibitoren und weitere Kulturzusatze

Der zellpermeable cPLAZ2Inhibitor Py-2, ein 1,2,4-trisubstitutiertes Pyirdin-Derivat,
wurde von Merck Millipore (525143) erworben und IDMSO gel6st
(Stammkonzentration: 2 mM). Die Details weiterer dieser Studie verwendeter
Inhibitoren sind in Tabelle 3 wiedergegeben.

Tabelle 3. Ubersicht weiterer in dieser Arbeit verwadeten Inhibitoren

Inhibitor Hersteller Katalognummer | Stammkonzentration

Lornoxicam Cycloc:ggenase Selleckchem S2047 50 mM in DMSO
2-TEDC Lipoxygenase SantaCruz sc-203772 50 mM inSaM
AACOCF3 cPLA2 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), DMSO gelost
(Stammkonzentration: 10 mM) und bei -20°C aufbewahlle Substanzen wurden vor
ihrer Verwendung in DMEM-Medium ohne FKS auf diengmschte Endkonzentration

verdinnt.

2.2.7 Bestimmung der zytotoxischen Konzentration 50 (C¢g)
Um die Viabilitat der verwendeten Zellkulturen ndohibitorbehandlung zu tberprifen,

wurde ein MTT-Assay zur Bestimmung der halbmaximafgtotoxizitat (zytotoxische
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Konzentration 50 %, C4g) durchgefuhrt. Der Nachweis beruht hierbei aufeein
Reduktion des gelben und wasserloslichen Farbst@él,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT). Dieser wird durahitochondrielle Reduktasen in
violettes, wasserunldsliches Formazan umgewanaeturch die Glykolyserate als Mal3
der mitochondriellen Zellatmung beschrieben werkm.
Hierzu wurden Zellen in Zellkulturplatten mit 96 Niefungen ausgesat und nach
Erreichen der Konfluenz mit einer zuvor hergesallt Verdinnungsreihe einer
Inhibitorlésung behandelt (n = 8). Nach der gewtist Zeitspanne und unter
definierten Bedingungen (z. B. Temperatur), wurgeldhibitorldésung abgenommen und
das MTT-Reagenz zugegeben. Nach ca. 30-90 Min. emudie Zellen mit 3 % [wi/V]
PFA in PBS fixiert, getrocknet und die KristallesahlieRend in 100 ul Isopropanol
gelost. Die Auswertung erfolgte anschlieRend amSA:Reader EL808 (BioTek) bei
einer Wellenlange von 490 nm. Die erhaltenen Megswsurden zur Berechnung der
CGCsp mittels nicht-linearer Regression verwendet, wabeifur den Inhibitor erhaltenen
Werte mit der unbehandelten Kontrolle verglicherrdem. Hierfir wurde die GraphPad-

Prism-Software (Version 5.0; GraphPad) verwendet.

2.3 Virusinfektion

2.3.1 Biologische Sicherheit

Alle Experimente wurden entweder unter der bioldgeh Sicherheitsstufe 2 (BSL-2)
oder 3 (BSL-3) in den entsprechend dafir vorgesaherund von dem
Regierungsprasidium GieRen gepriften und zugelassehaboratorien/Anlagen

durchgefuhrt.

2.3.2 Viren

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der insdie Arbeit verwendeten Viren.



ll#

Tabelle 4 Auflistung der in dieser Arbeit verwendete Viren

Virus Genom Familie . Bio- . Anmerkung
sicherheit
HCoV-229E +RNA | Coronaviridae BSL-2 N|edr|gpathoger_1es humanes
Coronavirus
MERS-CoV . Hochpathogenes humanes Coronavirus
+RNA | C d BSL-3 . .
(HCoV-EMC/2012) oronavindae mit zoonotischem Ursprung
Fir 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 Poliovirus +RNA | Picornaviridae BSL-2 Erreger der Poliomyelitis
(Mahoney)
Vacciniavirus dsDNA| Poxviridae BSL-2 Impfvirus gegen Pocken
Influenzavirus Orthomyxo-
A/GieRen/06/09 —RNA viridae BSL-2 Erreger der Influenza

2.3.3 Infektion

Um experimentell reproduzierbare Virusinfektionentes Zellkulturbedingungen zu
gewadhrleisten, wurden die Infektionen mit einer imeften Multiplizitat (engl.
multiplicity of infection MOI) durchgefiihrt. Diese bezeichnet das Verhélawischen
der Anzahl infektidser Virionen und der Anzahl a@ngesetzten (infizierbaren) Zellen.
Demzufolge entspricht eine MOI von 1 theoretisaeai infektibsen Viruspartikel pro
Zelle. Entsprechend der Zellzahl im verwendeten tugefal wurde das fur das
Erreichen der gewiinschten MOI erforderliche Volunaenvirushaltigem Uberstand in
PBS++/BSA/P/S (1x PBS, 0,2 % [w/v] bovines Albuni8igma-Aldrich), 1 mM MgC],
0,9 mM CaCJ, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) vértht und fir 2 Std.
zum Zellrasen gegeben. AnschlieRend wurde das laokwabgenommen und durch

frisches Medium ersetzt.

2.3.4 Praparation von hochtitrigen Viruslésungen

Da eine Vielzahl verschiedener Virustypen verwendairde, bezieht sich die
Virusanzucht fiir hochtitrige Viruslésungen jewedlsf ein geeignetes Zellkultursystem
und unter definierten Bedingungen. Diese konnen Tadrelle 5 entnommen werden.
Hierbei wurde auf die Verwendung von FKS verzichtetn spatere unerwinschte
Nebeneffekte der FKS-Bestandteile in den hochétrig Virusldsungen im

Infektionsverlauf zu vermeiden.
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Tabelle 5. Ubersicht tiber verwendete Zellkultursystme und -bedingungen fiir die Virusanzucht

Virus Zellkultursystem | Anzuchttemperatur Medium

Cov-220E Huh7-Zellen 33°C DMEM mit 100 U/ml Pen|c_|II|n & 100
pg/ml Streptomycin
MERS-CoV Huh-7-Zellen 37°C w.0. angegeben
Semlllfl-Forest- BHK-Zellen 37°C w.0. angegeben
Virus
Vacciniavirus BHK-Zellen 37°C w.0. angegeben
— B w.0. angegeben
Rhinovirus HelLa-Zellen 33°C + 40 mM MgC
— ] . w.0. angegeben
Poliovirus Vero-Zellen 37°C + 40 mM MgCh
) N . w.0. angegeben
Influenzavirus MDCK-lI-Zellen 37°C +0,2 % [w/v] BA, 1 pg/ml Trypsin

Nach Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurden Zeden mit einer geringen MOI
(0,001-0,0001) infiziert und bis zum Auftreten eneytopathischen Effekts (engl.
cytopathic effe¢tCPE) unter den entsprechenden Bedingungen initulieschlielend

wurde der Zellkulturiiberstand bei 200 x g fur 5 Maentrifugiert, der virushaltige

Uberstand aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.3.5 Virustiterbestimmung

Je nach Virustyp gibt es eine Vielzahl von Methodan quantitativen Bestimmung von
Viren oder Virusbestandteilen in einer Probe. Nebarer quantitativen PCR (qPCR)
zum Nachweis viraler Genome (oder Genomequivalekiinen auch Kklassische
virologische Methoden verwendet werden, die sich Weus-induzierten CPE zunutze
machen. Beispielsweise haben die Endpunkttitratomie der Plague-Assay den Vorteil,
dass nur infektiose, replikationsfahige Viruspatikachgewiesen werden, wéahrend bei
der gPCR die Anzahl virusspezifischer Nukleinsauwlekiile bestimmt wird. Es werden
hierbei also auch Nukleinsauren aus nichtinfekhoséiruspartikeln sowie freie
(vollstandige, unvollstandige, defekte/mutierte.u@xtrazelluare virale Nukleinsauren
nachgwiesen. Die (RT-)qPCR lasst daher keine exaltsage zur tatséchlichen Anzahl

infektions- und replikationsfahiger Viren zu.

2.3.5.1 Plaque-Assay

Der Plaque-Assay (frplaquefir ,Platte, Fleck, Schild*) beschreibt ein Verfah zur
Quantifizierung von infektiosen Viruspartikeln, dia der Wirtszelle eine lytische
Infektion auslésen koénnen. Durch entsprechende &medisdtze wird erreicht, dass

neugebildete Viren sich nur in unmittelbar benactebZellen ausbreiten kdnnen. Hierzu



werden die infizierten Zellen mit Medium, das eiskésesZuckerpolymer (z. B. Avicel
oder Methylzellulose) enthalt, Uberschichtet. N&ihsetzen der Zelllyse kbnnen dann
nach dem Anfarben des Zellrasens mit einem geeagniearbstoff (z.B. Kristallviolett)
zellfreie Stellen als farblose Plaques beobachtet gezahlt werden. Dementsprechend
lasst sich jeder Plaque auf ein infektioses Virugiekfuhren. Die Anzahl der bei einer
definierten Verdiinnungsstufe gebildeten Plaqued vaiuf das eingesetzte Volumen
bezogen, und der Virustiter der Losung wird plaque forming unitspro Milliliter
(pfu/ml) angegeben.

Diese Methode wurde fur die Virustiterbestimmung oV, Rhinovirus, Poliovirus,
Semliki-Forest-Virus und Vacciniavirus verwendetaflx wurden die entsprechenden
Zelllinien (Tab. 5) in Zellkulturplatten mit sechgertiefungen ausgesat und bis zum
Erreichen der Konfluenz bei 37°C inkubiert. AnseRBind wurde eine logarithmische
Verdiinnungsreihe (1910°) der virushaltigen Probe in PBS++/BSA/P/S angelsul
jeweils 1 ml pro Vertiefung hinzugegeben. Die Inlaition erfolgte bei 37°C (MERS-
CoV, Semliki-Forest-Virus, Vacciniavirus, Polioveu und 33°C (HCoV-229E,
Rhinovirus) fur 1 Std.. Anschlie3end wurde das Ulokn verworfen und die Zellen mit
Titrationsmedium (1x MEM, 1,25 % [v/v] Avicel, 10 $@/v] FKS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin) Uberschichtet. Fir humarbsovirus und Poliovirus wurde
zusatzlich 40 mM MgGl hinzugeflugt. Die infizierten Zellen wurden fur &ge (33°C
Rhinovirus/ 37°C MERS-CoV, Poliovirus, Semliki-FeteVirus) oder 4 Tage (33°C
HCoV-229E/ 37°C Vacciniavirus) inkubiert. Anschlexiti wurde das Zuckerpolymer-
haltige Medium abgenommen, der Zellrasen mehrfaciixPBS gewaschen, mit 3,4 %
[w/v] PFA in PBS fur 30 Min. fixiert und mit 0,15 %v/v] iger Kristallviolettiésung (in
20% [v/v] Ethanol) gefarbt.

2.3.5.2 ,Focus-forming assay

Das Prinzip de$ocus-forming assagFFA) entspricht im Wesentlichen dem des Plaque-
Assays. Hierbei werden Zellen ebenfalls nach dekdfation mit Virusverdiinnungen mit
einem Zuckerpolymeiiberschichtet. Allerdings wird der Zellrasen hierbereits nach 1-

1 % Tagen fixiert. Zum Nachweis der virusinfiziert&ellinseln (Focus) wird ein
immunhistochemischer Nachweis eines viralen Prstdirchgefihrt. Diese Methode hat

den Vorteil, dass auch nichtzytolytische Viren zildgsig quantifiziert werden kénnen. In
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dieser Arbeit wurde der FF&erwendet, um Influenzavirus- und Coronavirus-Taef
MDCK-II- und Huh-7-Zellen zu bestimmen.
Hierfir wurden Zellen in eine Zellkulturplatte n®6 Vertiefungen ausgesat. Die ca. 90 %
konfluenten Zellen wurden mit einer seriellen lagamischen Virusverdiinnung (10
10®) in PBS++/BSA/P/S fir 1 Std. bei 33°C (HCoV-229tt)er 37°C (Influenzavirus)
inkubiert. Anschlieend wurde das Inokulum verworfend in jede Vertiefung 100 pl
des viskdsen Titrationsmediums gegeben (fir HCo®E22x [v/v] MEM, 1,25 % [v/V]
Avicel, 10 % [v/v] FKS; fur Influenzavirus: 1x [VIWMEM, 1,25 % [v/v] Avicel, 100
ng/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 1 % [vAjovines Serumalbumin [BSA,
Sigma], 0,3 % [v/v] NaHCg) 0,01 % [v/v] DEAE-Dextran, 1 pg/ml Trypsin). Na2d-
36 Std. bei 33°C (HCoV-229E) bzw. 37°C (Influenzas) wurden die Platten 3x mit
PBS gewaschen und mit Fixierlosung (3,4 % [v/v] P& % [v/v] Triton-X-100 in
PBS) behandelt. AnschlieBend wurde eine Immunfatdurchgefuhrt. Zum Nachweis
von HCoV-229E-infizierten Zellen wurde ein monokdter Maus-anti-HCoV-229E
Nukleokapsidprotein-Antikorper (M.30.HCo.B1ES8, Imgsa) und zum Nachweis von
Influenza-A-Virus-infizierten Zellen ein polyklored Kaninchenserum gegen das
Nukleokapsidprotein (freundlicherweise zur Verflugugestellt von S. Ludwig, Minster)
verwendet. Der monoklonale Antikérper und das Aertisn wurden jeweils 1:100 in 3 %
[w/v] BSA in PBS verdiunnt und fur mindestens 1 Stdkubiert. AnschlieRend wurden
die Platten gewaschen, mit Meerrettich-Peroxidasgl(horseradish peroxidas¢JRP)-
konjugiertem Ziege-anti-Maus-Sekundarantikérper-2805, Santa Cruz) fur 1 Std.
inkubiert und erneut gewaschen. Die Farbung edalgirch Zugabe von 40 ul/Vertiefung
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole)-Farbelésung. AEC dviron der Peroxidase in einen
unléslichen, roten Farbstoff umgesetzt, welcher idfezierten Zellen farbt und so ein
Auszahlen der Foci ermdglicht. Die Anzahl der bieee definierten Verdinnungsstufe
gebildeten Foci wird auf das eingesetzte Volumerogen. Der Virustiter der Losung

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

2.3.6 Antivirale Testung

Virus-infizierte Zellen wurden mit verschiedenenchitoxischen Konzentrationen
(Abschnitt 2.2.7) einer Substanz behandelt, so@&#®s mogliche antivirale Wirkung
analysiert werden konnte. Nach einer definierteiisganne wurden die Virustiter der

neu gebildeten Viren im Uberstand bestimmt.



Dafur wurden, entsprechend des zu testenden Vikosiespondierende Zellen in

Zellkulturplatten mit 48 Vertiefungen ausgesat:

HCoV-229E MRC5-, 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 HelLa-Zellen

Nach Erreichen einer 100 %igen Konfluenz wurdenZdiben mit einer zuvor definierten
MOI infiziert und nach einer zweistiindigen Inokidat der Inhibitor zugegeben. Nach
einer festgelegten Zeitspanne wurden die Uberstamdenommen und die Virustiter
mittels Plaque-Assay (Abschnitt 2.3.5.1) oder FRAgchnitt 2.3.5.2) bestimmt.

2.3.7 Bestimmung der effektiven Konzentration 50 (EGg)

Die Konzentration bzw. Dosis, bei der ein halbmaden Effekt einer bestimmten
Wirkung beobachtet werden kann, wird als effekamzentration 50 (E€g) bezeichnet.
In dieser Arbeit ist die Definition von Eg diejenige Konzentration, bei der die
Virusreplikation (definiert als Virustiter im Ubeesid) um 50 % verringert war. Ahnlich
wie bei der Bestimmung des gfNertes kann die mittlere Effektivdosis nicht direk
gemessen werden, sondern muss anhand einer DodigAys-Kurve abgeleitet werden.
Dazu wurden die erhaltenen Virustiter fir die einea Inhibitorkonzentrationen ins
prozentuale Verhaltnis zum Virustiter der unbeh#tedeKontrolle gesetzt und anhand
einer nicht-linearen Regression ausgewertet. Hieviirde die GraphPad-Prism-Software

(Version 5.0; GraphPad) verwendet.

2.4  Proteinanalyse

2.4.1 Proteinisolation aus Virus-infizierten Zellen

Zur Detektion viraler und zellularer Proteine wureiee Proteinisolation durchgefuhrt.
Hierfir wurden Huh-7-Zellen in Zellkulturplatten 6 Vertiefungen ausgeséat und nach
Erreichen einer 100 %igen Konfluenz mit HCoV-229%K]| = 3) in PBS++/BA/P/S fur

2 Std. bei 33°C inokuliert bzw. uninfiziert belags&lach einmaligem Waschen mit 1x



!
H
PBS wurden die Zellen mit 1 ml DMEM, welches 20,, ) uM Py2 oder eine
entsprechende Menge DMSO enthielt, UberschichtathNLO Std. wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. AlsBand wurden die Zellen in 1 ml
1x PBS abgekratzt, in ein 1,5-ml-Reaktionsgefaf¥fibet und bei 12.000 x g fur 1 Min.
bei 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl NB*Proteinlysepuffer (150 mM NacCl, 50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 % [v/v] NP40, 1x Proteasdhiloitor [Roche]) resuspendiert. Die
Lysereaktion wurde 30 Min. unter mehrfachem Vortexauf Eis inkubiert und
anschlieBend fir 30 Min. bei 4°C und 12.000 x gtrfeigiert. Der losliche Uberstand
wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefald Gberfihd bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.

2.4.1 Einstellung der Proteinkonzentrationen mittels Bradord-Test

Zur Herstellung von Proteinlysaten mit identisch@esamtproteinkonzentrationen
wurden die Proteinkonzentrationen mit dem Bradfbedt bestimmt. Dazu wurden 80 pl
H>O mit 20 pl Bradford-Losung (Roti-Quant, Roth) ulgil des Lysats gemischt und in
eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen tberfihRie Adsorption wurde bei einer
Wellenlange von 595 nm im ELISA-Reader EL808 (Bik)Tlgemessen. Die erhaltenen
Werte wurden verwendet, um die Proteinkonzentratiowischen den Proben

anzugleichen.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (engbodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis ermdglicht eine Auftrennung von Proteinen auf @uihres
Molekulargewichts. Durch die Verwendung von SD$die alle Proteine in denaturierter
Form vor und sind negativ geladen. Die Auftrennumgl durch die PorengréiR3e des Gels
beeinflusst, welche sich zusammensetzt aus dern@emmge an Acrylamid und Bis-
Acrylamid (%T) sowie dem Verhdltnis zwischen Bispplamid und Acrylamid (%C).
Die zwei Determinanten (%T und %C) wurden wie fdigtechnet:

Lt #$ %l &

und
$ %" &
#$ %! " &

( 4



Die verwendeten Trenngele mit der erforderlichemrykenid-Konzentration (%T und
%C) wurden in 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% [wSDS angesetzt. Die Polymerisation
wurde durch die Zugabe von 0,5 % [w/v] APS und @5v/v] TEMED gestartet, die
Gelmischung zwischen zwei Glasplatten pipettiertl umit Isopropanol Uberschichtet.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde dasprbpanol entfernt und das
Sammelgel hinzugegeben. Dieses bestand aus 5 %3,28dC in 0,156 M Tris-HCI, pH
6,8, 0,1 % [w/v] SDS, wobei die Polymerisation dudie Zugabe von 0,05 % [w/v] APS
und 0,05 % [v/v] TEMED initiiert wurde. Zuséatzlichiurde luftblasenfrei ein Gelkamm
eingesetzt, welcher vor dem Beladen der Probeneremtfwurde. Durch eine
Prainkubation der Proben mit 4x Lammli-Puffer (8[#dv] SDS, 40 % [v/v] Glycerin,
400 mM DTT, 0,008 % [w/v] Bromophenolblau, 125 mMSsFHCI, pH 6,8) bei 95°C fur
5 Min. wurden die Proteine denaturiert und DisuBidicken reduziert. Zur Bestimmung
des Proteinmolekulargewichts wurde ein Proteingnétsmdard PageRuler Prestained
Protein Ladder Thermo scientific) verwendet. Die Gele wurden ieine
Elektrophoreseapperatur eingespannt und die Kammmain 1x SDS-Tris-Glyzin
Laufpuffer (25 mM Tris, 0,192 M Glyzin, 0,1 % [w/gDS) geflillt. Der Gellauf erfolgte

bei einer konstanten Stromstarke von 35.mA

2.4.3 Semi-dryWesternblot

Als Westernblot bezeichnet man den spezifischenhiNais von Proteinen nach
Ubertragung auf eine Tragermembran. Die Proteinedem zuvor mittels SDS-PAGE
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Absch@i4.2). Beim Westernblot werden
mit Hilfe eines elektrischen Feldes Proteine voml @af eine Membran (z. B.
Nitrozellulose) Ubertragen. Die Proteine auf dernMdean sind nun zuganglich fur
nachfolgende Nachweisreaktionen. Hierfir wurdenairezelnen Bestandteile deemi-
dry-Blotapparatur (V20-SDB, SCIE-PLAS) gemald der Aregabdes Herstellers
zusammengesetzt. Hierbei wurden zuvor das Gel,Vdmatman-Papiere (3MM Chr
Filterpapier, GE Healthcare) und die Nitrozellulosgnbran (Amersham Protran 0,45
UM NC, GE Healthcare) in Transferpuffer (0,5 mM ERTB9 mM Glyzin, 45 mM Tris,
20 % [v/v] Methanol [MeOH]) eingelegt. AnschlieRerdfolgte die Ubertragung der
Proteine fir 1 Std. bei einer Spannung von 2,5 mA/cMogliche unspezifische
Bindungen von Antikérpern wurden durch Prainkubatder Membran mit 3 % [wi/v]
BSA in 1x PBS verringert. Zum Nachweis der viralRroteine und der Ladekontrolle
wurde die Membran mit monoklonalem Maus-anti-Nukbgasidprotein-Antikorper
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(1:2000, M.30.HCo0.B1E7, Ingenasa), polyklonalem ikahen-anti-nsp8-Serum (1:500)
oder einem monoklonalen Kaninchen/Maus-anrfiktin-Antikérper (1:10.000, ab8227,
ab8226, Abcam) verdinnt in 3 % [w/v] BSA in PBS uitger Nacht bei 4°C inkubiert.
Am Folgetag wurde die Membran 3x mit 0,05 % [v/wjpden 20 in 1x PBS (T-PBS)
gewaschen und anschlieBend mit einem geeignetenorefimenzmarkierten
Sekundarantikorper (IRDye 800 Ziege anti-Kaninchg@ oder IRDye 680 Ziege anti-
Maus IgG [LI-COR]), 1:50.000 verdunnt in 3 % [w/BSA in PBS, fir eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) markiert. Nicht gebundene Ampler wurden durch dreimaliges
Waschen mit 1x PBS mit 0,1 % [v/v] Tween-20 entfeiie Fluoreszenz-markierten
Proteine wurden mit einem Odyssey Infrared Imagbftodel 9120, LI-COR)

nachgewiesen.

2.5 RNA-Analyse
2.5.1 RNA-Lagerung

RNA-haltige Lésungen wurden bei -80°C bis zur wreiteVerwendung gelagert.

2.5.2 RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Fur die Analyse der viralen Replikation in Gegenvegas Inhibitors Py-2 wurden Huh-7-
Zellen fur 2 Std. mit HCoV-229E (MOI = 3) inokultewnd anschlie3end mit 20, 10 oder
5 uM Py-2 fur 10 Std. behandelt. Als Vergleich demninfizierte, unbehandelte Huh-7-
Zellen. Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde derlideholayer einmal mit PBS
gewaschen, bevor 1 ml Trizol (Invitrogen) pro “c@berflache des ZellkulturgefaRes
hinzugegeben wurde. Die Zellen wurden durch Resubpeen im Trizol-Reagenz
lysiert, und das homogenisierte Lysat wurde in &jB-ml-Reaktionsgefal? tUberfuhrt.
Nach 5 Min. Inkubation bei RT wurde 0,2 ml Chlonofo(CHCE) pro ml Trizol
hinzugegeben, das Gemisch mehrfach invertiert unsdrdiel3end bei 12.000 x g fur 12
Min. bei 4°C zentrifugiert. Anschliel3end wurde dieere, wassrige Phase in ein neues
1,5-ml-Reaktionsgefal’ tberfihrt und 0,5 ml Isopngbp@ro ml Trizol hinzugegeben. Die
Probe wurde erneut mehrfach invertiert, fir 10 Miai RT inkubiert und anschliel3end
bei 12.000 x g fur 10 Min. bei 4°C zentrifugiertaPerhaltene RNA-Pellet wurde mit 1
ml 70 % Ethanol pro ml (des zur Lyse eingesetzterols) gewaschen, intensiv gemischt

und erneut bei 7.500 x g fur 5 Min. bei 4°C zengiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet,



in RNase-freiem Wasser aufgenommen und gegebelserdal Verbesserung der
Loslichkeit bei 60°C fur 15 Min. inkubiert.

2.5.3 Spektrometrische Quantifizierung von RNA

Die RNA-Konzentration in Lésungen wurde durch Alpmmsmessung bei einer
Wellenldnge von 260 und 280 nm im BioPhotometerp@fplorf) ermittelt. Hierfur
wurden UV-MikroklUvetten (UVette, Eppendorf) verwendEin ODg/OD,g-Quotient
von 1,8-2 wurde fur eine ausreichend gereinigteotginfreie) RNA erwartet. Die

Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

)1 % + , & -/ 01 2 3 4, /ml

2.5.4 Northern-Hybridisation

2.5.4.1 Northern Blot

5 ug der isolierten Gesamt-RNA wurden durch Zugelmes 3-fachen Volumens an
Denaturierungspuffer (1,3x MOPS, pH 7,0, 20 % [Miitfjiertes Formaldehyd, 66,6 %
[v/v] Formamid) denaturiert und fur 15 Min. bei @&rhitzt. Anschliel3end wurde RNA-
Ladepuffer (50 % [v/v] Glyzerol, 1ImM EDTA, 0,4 % [wW Bromophenolblau, 0,4 %
[w/v] Xylenzyanol) zu den Proben gegeben und anémi denaturierenden Agarosegel (1
% [w/v] Agarose, 6 % [v/v] Formaldehyd, 1x MOPS)getragen. Der Gellauf erfolgte
bei 19 V fir 16 Std. in 1x MOPS-Laufpuffer (0,02 MOPS, 0,005 M Natriumazetat,
0,001 M EDTA). Um die Entstehung eines pH-Gradientghrend des Gellaufes zu
verhindern, wurde eine peristaltische Pumpe veregrmte den Laufpuffer kontinuierlich
von Anode zu Kathode zirkulierte. Nach der Elekhose erfolgten jeweils 30-mintitige
Waschschritte in (1) 0,05 M NaOH, (2) 0,1 M Tris-HBH 7,5) und (3) in 10x SSC. Die
im Gel aufgetrennte RNA wurde anschliel3end in eivakuum-Blot-Verfahren auf eine
positiv geladene Nylonmembran (BrightStarPlus, Aonbi transferiert. Hierfir wurde
die Nylonmembran zuerst in 10x SSC (1,5 M NaCIlsQyL Tris-Natriumcitrat-Dihydrat)
equilibriert und auf die zuvor mit Wasser befeuthteransferplatte gelegt. Anschlie3end
wurde eine Gummimaske dartber gelegt, so dassdaienEder Maske die Membran um
ca. 5 mm Uberlappten. AnschlieRend wurde das Aggebswelches ebenfalls die Maske

etwas Uberlappte, auf die Membran gelegt. Die Vaktammer wurde mit 10x SSC
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befillt, bis das Gel vollstandig bedeckt war. Argfdend wurde unterhalb der Membran
ein kontinuierlicher Unterdruck von 0,2 bar fir @ Sangelegt.
AnschlieRend wurde die RNA bei 120 mJ stabil mit déembran vernetzt (UV
Crosslinker BLX-E254m, Vilber Lourmat). Um moglichespezifische Bindungen der
radioaktiv markierten Sonde zu reduzieren, wurdgeMembran zundchst fir 1 Std. bei
68°C mit Hybridisierungspuffer (5x SSC, 5x Denhartltsung [0,1 % [w/v] Ficoll, 0,1
% [w/v] Polyvinylpyrrolidon, 0,1 % [w/v] BSA), 1 %w/v] SDS, 100 g/ml Lachssperma
DNA [Invitrogen]) abgesattigt.

2.5.4.2 Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde flr die Northern-
Hybridisierung

Die bendtigte Matrize zur Herstellung einer HCo\BE2spezifischen Sonde wurde durch
eine PCR-Amplifikation der Nukleotide 26.875 bis.2Z#77 des HCoV-229E-Genoms
mittels einer geeigneten cDNA-Matrize unter Verwamgl der Primer OIi1l80 und
TNI24,3K dn hergestellt (113). Das DNA-Produkt werdnit dem QiaQuick PCR
Aufreinigungskit  (Qiagen) aufgereinigt und die DNddnzentration mittels
Biophotometer (Eppendorf) bestimmt. Die Konzentmatwurde mit folgender Formel

bestimmt:

+ *| , &-/ 01 23 5,

Fur die Markierungsreaktion wurde das Random Prim8rA-Labeling Kit Ver. 2
(TaKaRa) verwendet. Hierfur wurden 40 ng DNA mituR Markierungsprimer sowie
sterilem, destillierten HO auf ein Endvolumen von 14 ul gebracht und dasi€sdnfir 3
Min. auf 95°C erhitzt. Anschlie@end wurde das Gemisir 5 Min. auf Eis
heruntergekiihlt und 2,5 pl 10x Puffer, 2,5 pl dNWIB 5 pl [a-*2P]-dCTP (3000
Ci/mmol, 10 mCi/ml, Hartmann Analytik) und 1 pl Klew-Fragment hinzugegeben. Die
Reaktion wurde anschlieBend fir 30 Min. bei 37°kubnert. Die Denaturierung der
Sonde erfolgt durch Erhitzen auf 95°C fur 3 Minns&hliel3end wurde die Reaktion auf
Eis heruntergekuhilt.

2.5.4.3 Hybridisierung und Auswertung der Membran

Die Membran wurde Uber Nacht bei 65°C im Hybridisregspuffer, der die radioaktiv
markierte Sonde enthielt (Abschnitt 2.5.4.2), gesatkt. AnschlieRend wurde die
Membran 3x mit 50 ml 2x SSC mit 0,1 % [w/v] SDS IRl gewaschen, anschlie3end



dann noch 3x fur 30 Min bei 65°C mit 50 ml 0,2x S81@ 0,1 % [w/v] SDS. Danach
wurde die Membran auf Whatman-Papier getrockndtrischhaltefolie eingewickelt und
spezifische  Hybridisierungsprodukte  wurden  mittelsAutoradiographie  im
Phosphorimager Typhoon 9200 (Amersham) nachgewiesen

2.6 Lipidanalyse

Bei Lipidom-Analysen (engllipidomicg werden alle Lipide, die in einer Zelle oder
Organismus vorkommen, bestimmt und, soweit das icfdgdt, neben dem quantitativen
Nachweis aller Lipidklassen auch deren Funktioremie Protein-Lipid-Interaktionen im

biologischen, physiologischen und physikalischemtést betrachtet. In dieser Arbeit
wurden speziell infektionsbedingte Lipidveranderemgn HCoV-229E infizierten Huh-

7-Zellen untersucht.

2.6.1 UV-Inaktivierung von HCoV-229E

Ein UV-inaktiviertes (replikationsinkompetentes) &NG229E wurde erzeugt, um
maogliche Lipidveranderungen, die durch den Eirgpitozess des Virus hervorgerufen
werden von solchen zu unterschieden, die durch rdiehfolgenden Schritte des
Repikationszyklus (RNA-Replikation, Proteinsynthes@rtikelbildung, Ausschleusung
usw.) ausgeltst werden kénnten. Das UV-inaktiviarteis kann zwar endozytotisch
aufgenommen werden, ist jedoch nicht mehr in degel.asseine RNA zu replizieren.
Hierfur wurde eine Virus-haltige Lésung fur 3 Stehter einer UV-Lampe (15W/G18 T8,
Philipps) platziert. Der Erfolg der Inaktivierund. (h. die Reduktion der Infektidsitat der

UV-behandelten Viruslésung) wurde anschlieBendHitie eines Plaque-Assay bestatigt.

2.6.2 Infektion

Huh-7-Zellen wurden in Lipid-freiem X-Vivo 15 Mediu (Sartorius) in Zellkulturplatten
mit 6 Vertiefungen ausgesat. Nach Erreichen derflienz wurden diese entweder mit
infektibsem HCoV-229E (MOl = 3) oder mit dem gleéch Volumen des UV-
inaktivierten HCoV-229E inokuliert. Als weitere Kwoaolle dienten uninfizierte Zellen.
Nach 2 Std. wurde das Inokulum verworfen und frescX-Vivo-15-Medium mit 20 pM
Py-2 (oder einer entsprechenden Menge DMSO) zu idgnierten Zellen gegeben.
Zellen, die mit UV-inaktiviertem Virus behandelt wien oder unbehandelt belassen
wurden, wurden mit frischem X-Vivo-15-Medium ubdrshtet. Nach weiteren 10 Std.

wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit B8 Bewaschen und in 1,5 mi
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PBS abgekratzt. Fur eine spatere Normalisierung_gedwerte wurde die Zellzahl der
einzelnen Ansatze mit dem Scepter 2.0 Cell Cou(ielipore) vor der Pelletierung

bestimmt. Die Zellpellets wurden anschlie3end iisdigem Stickstoff eingefroren und
bei -180°C verwahrt.

2.6.3 Lipidisolierung

Die Lipidisolierung und -analyse wurde am Forsclamegtrum Borstel unter Anleitung
von Dr. Dominik Schwudke durchgefihrt. Hierfir warddie Proben (Abschnitt 2.6.2)
auf Trockeneis Uberfuihrt. Die Lipidisolierung undeWérverarbeitung erfolgte unter
Verwendung von Glaspasteurpipetten. Diese wurdeimai mit HO, anschliel3end je
nach spaterer Verwendung 3x mit MeOH, CgiGtler Methyl-tert-Butylether (MTBE,
Sigma) gespllt und unter Stickstoff getrocknet. risloewurde mit den einzusetzenden
Glasgeraten (z. B. Becherglasern, Zylinder) vegahiMengen unter 100 ul wurden mit
Mikro-Pipetten (Art-Tips, Thermo Fisher) pipettieRur die Lipidisolierung wurden die
trockenen Zellpellets (siehe Abschnitt 2.6.2) in01@l LC-MS-HO (Sigma)
aufgenommen, gevortext und aliquotiert. Jeweils |H0 wurden anschlieend zur
Lipidextraktion mit MTBE verwendet (114). Hierfururden zuerst 5 pl pro Probe eines
internen Lipidstandards (SPLASH Lipidomix Mass Sandard, Avanti Polar Lipids)
hinzugegeben. Die Isolierung wurde anschlieendderitZugabe von 250 pl MeOH mit
3% (v/v) Essigsaure (HAc) begonnen. Alle Probendgarim Anschluss gevortext und
jeweils 1 ml MTBE hinzugegeben, erneut gevortexd €iir 1 Std. bei RT und 600 rpm
geschattelt. AnschlieBend wurden 250 pl LC-M80OHSigma) hinzugegeben und die
Proben erneut gevortext, bevor diese fur 2 Min. 000 rpm zentrifugiert wurden. Die
obere, organische Phase wurde abgenommen und ier éipeedVac (Savant
SPD131DD4, Thermo Fisher) getrocknet. Die getrotkméellets wurden anschliel3end
in 100 ul Lagerungslésung (63,5 % [v/v] CHCB1,8 % [v/v] MeOH, 4,7 % [v/v] LC-

MS H,O) aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung288C gelagert.

2.6.4 Lipidanalyse

Zur Vorbereitung auf die Lipidanalyse wurden diefan im Verhaltnis 1:50 in MS-Mix
(CHCl; + MeOH + 0,1 % Nk-Ac/2-Propanol, 1:2:4) aufgenommen. Fir die Ergtel
von Lipidprofilen wurden 20 pl der zuvor verdunntesolierten Lipidextrakte in eine
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Thermo Fisheguipettiert und im Q-Exactive-
Hybrid-Quadrupol-Orbitrap-Massenspektrometer  (ThernFisher) analysiert. Die
erhaltenen Lipidmengen wurden anschlielRend anhanduVor bestimmten Zellzahl pro



Pellet normalisiert und im Verhaltnis zum verwemrgheinternen Lipidstandard berechnet.

Die statistische Analyse erfolgte wie in Abschgi& beschrieben.

2.7 Bildgebende Verfahren

2.7.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ermoglicht den spezifischerchihaeis von Proteinen und/oder
zellularen Strukturen in fixierten Zellen. In dies&rbeit diente sie dem spezifischen
Nachweis viraler DMVs. Des Weiteren konnten anhameh Kolokalisationsstudien
Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung von spezhsn zellularen Proteinen und
Lipiden an diesen Strukturen gewonnen werden.

Hierflir wurden Zellen in eine Zellkulturplatte n&4 Vertiefungen, auf deren Boden sich
sterile Deckglaschen befanden, ausgesat. Nachchkereider Konfluenz wurden die
Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen und mit HCoVER29 PBS++/BSA/P/S (MOI =
3) fur 2 Std. bei 33°C inokuliert. Anschliel3end deirfrisches DMEM mit 20 uM Py-2
oder eine entsprechende Menge Ldsungsmittel (DM80OYen Zellen gegeben. Die
Zellen wurden 12 Std. p. i. mit 1x PBS gewaschesh miit eiskaltem MeOH fir 20 Min.
bei -20°C fixiert. Danach wurden die Zellen erneut 1x PBS gewaschen und bis zur
Immunfarbung bei 4°C aufbewahrt. Zum Nachweis vaviM3 wurde der monoklonale
dsRNA-spezifische Antikdrper (J2 Maus anti-dsRNARa, Scicon) und das bereits im
Abschnitt 2.4.3 erwéahnte polyklonale Kaninchenserugegen HCoV-229E-nsp8
verwendet. Zum Nachweis von zellularen Organellenrden die in Tabelle 6

aufgefuhrten Antikdrper verwendet:

Tabelle 6. Ubersicht tiber die verwendeten Antikérperzur Detektion von zelluldren Organellen

Nachzuweisendes Verwendeter Antikdrper Hersteller Referenz
Organell
Lysosom Kaninchen anti-LAMP1 Cell Signaling (#9091) (115)
ERGIC Maus anti-ERGIC 53 Santa Cruz (sc-271517) 6)11
Golgi-Apparat Kaninchen anti-RCAS1 Cell signalis#2290) (117)
ER Kaninchen anti-ERp72 Cell signaling (#5033) (118

Alle Antikorper wurden 1:100 in 3 % [w/v] BSA in FBverdunnt und fur 1 Std. bei 37°C
auf die Zellen gegeben. AnschlieRend wurden diek§léschen dreimal mit 1x PBS
gewaschen und mit den Sekundarantikérpern AlexarF@4 Ziege-anti-Maus-IgG und
Alexa Fluor 488 F(aby) Fragment Ziege-anti-Kaninchen-IgG (1:500 in 3%VjWBSA in
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PBS, Invitrogen) behandelt. Die Kernfarbung erfelgurch eine 5-mindtige Inkubation
bei RT mit DAPI (Sigma). Final wurde erneut mit BBS gewaschen und die
Deckglaschen mit Einbettmedium (Prolong Gold, Immgen) auf Objekttrager

aufgezogen.

2.7.2 Herstellung und Verwendung von Liposomen zum Nachwe der

Spaltung von Phosphatidylcholin
Um die subzellulare Lokalisation von LPLs, die dumtie cPLA2 -Ativitat produziert
werden, zu untersuchen, wurde das kommerziell gidid PC-A2 (Red/Green BODIPY
PC-A2 (1-O-(6-BODIPY 558/568-Aminohexyl)-2-BODIPY LF C5-Sn-Glyzero-3-
Phosphocholin, A10072, Invitrogen) verwendet. Dse&dyzerophosphocholin besitzt an
der snl-Position des Glyzerins eine Ether-Bindwagdass PLAL dieses Substrat nicht
spalten kann. Am Ende der Fettsaurekette befindét ain ,roter' BODIPY 558/568
Farbstoff. An der sn2-Position befindet sich eisteEBindung, die es PLA2 erlaubt, hier
zu spalten. Am Ende der Fettsédure, welche an d&Psesition sitzt, befindet sich ein
.griner BODIPY-FL-Farbstoff. Befinden sich beideluBrochrome innerhalb der
Forsterdistanz, Uberlappt das Emissionsspektrum \Bidopy FL mit dem
Absorptionsspektrum von BODIPY 558/568, wodurch EBRET (Forster/Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer)-Phdnomen entsteht. Biesder Fall, wenn PC-A2
ungespalten vorliegt. Durch diese sogenasstesitizedEmission wird BODIPY 558/568
angeregt und emittiert im roten Wellenlangenbereldingegen ist die Emission von
BODIPY FL unterdrickt (gguenchf und kaum nachweisbar. Wird jedoch das
Phosphoglyzerid durch die Phospholipase A2 gespalérd das FRET-Phanomen
aufgehoben, und bei einer Anregung mit Licht eMé&llenlange von 480 nm emittiert
BODIPY FL Licht im grinen Wellenlangenbereich, wadgegen BODIPY 558/568 keine
Emission zeigen wirde. Allerdings kann unabhangigod BODIPY 558/568 als Teil
des gespaltenen Lysophospholipids, mit einer Wkillege von 558 nm angeregt werden.
Auf diese Weise konnen sowohl freie Fettsauren,aalsh LPL und ungespaltene PC

mikroskopisch nachgewiesen werden.



Abbildung 9. Strukturformel des verwendeten PC-A2-Lpids. In blau dargestellt ist die Cholin-Kopfgruppe des
Lipids. In gelb dargestellt ist das Glyzerin-RlcKkgias Lipids. An der snl1-Position befindet sicheelither-Bindung,
die PLA1-inert ist und kein Abspalten der Fettséuonie dem BODIPY 558/568 (rot) ermdglicht. An der2sRosition
befindet sich eine Ester-Bindung, die von PLA2 gispaverden kann. Eine Abspaltung der Fettsdureesdes damit
assoziierten BODIPY FL (griin) ist somit moglich.

Um PC-A2 in die Plasmamembran der gewiinschten rZelleintegrieren, wurden PC-
A2-haltige Liposomen hergestellt. Dazu wurden 3A@ImMM DOPC und 30 pl 10 mM
DOPG (in Ethanol, Avanti Polar Lipids) mit 30 plMM PC-A2 (in DMSQO) gemischt
(DOPC/DOPG/PC-A2-Gemisch). Gleichzeitig wurden 1Pnbbenpuffer (50 mM Tris-
HCI, pH 8,9, 100 mM NacCl, 1 mM Caglin einem Becherglas mit einem Ruhrfisch auf
einem Magnetrihrer platziert. AnschlieRend wurapfenweise das DOPC/DOPG/PC-
A2-Gemisch in den Flussigkeits-Vortex pipettierewgils 150 pl der entstandenen
Liposomen-haltigen Lésung wurde zu den zuvor mit RBRS gewaschenen Zellen
gegeben und diese fur 15 Min. bei 10°C inkubierei Bieser Temperatur ist eine
endozytotische Aufnahme minimiert, wodurch die Ispmen in eine ruhende
Plasmamembran integrieren kdnnen. AnschlieRend evudds Liposomengemisch
entfernt und die Zellen mit HCoV-229E oder Poliosrinfiziert (MOl = 3) oder
unbehandelt belassen. 12 Std. p. i. wurden dieZetit 2 % [v/v] PFA in 1x PBS fur 10
Min. fixiert und mit 0,1 % [v/v] Saponin permeakikert. Diese milde Fixierungsmethode
ermdglicht eine relativ gute Konservierung der dgitrotz der Verwendung eines
Detergenz. Anschliel3end wurde (wie bereits in 2erldutert) eine Immunfarbung gegen
dsRNA durchgefiihrt.
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2.7.3 Konfokale Laser-scanningMikroskopie

Alle Proben wurden am konfokaldraser-Scanningviikroskop SPO5 (Leica) analysiert.
Die Besonderheit eines Konfokalmikroskops bestedning dass Licht auf3erhalb der
Scharfeebene durch eine Lochblende (gpigholg blockiert wird und so die Auflésung
verbessert wird. Hierbei wurden die Laser 405 Djodigon, DPSS 561, HeNe594 und
HeNe633 verwendet. Mikroskopiert wurde mit einem €8-Objektiv, wobei jeweils aus
2 Scans ein Durchschnittsbild erstellt wurde. Dexhblendentffnung betrug hierbei 1

airy unit (AU), welche das beste Signal-zu-Rauscherirémnis gewahrleistet.

2.7.4 Orthogonale Schnittdarstellung

Bei dieser Technik scannt der Laser des Mikroskipsbenen entlang der Z-Achse. Die
Schichtdicke zwischen zwei Ebenen betragt hierbgll 0 m. Die entstandenen

Ebenenbilder werden anschlieRend im Rechner zusagesetzt, so dass eine
Seitenaufsicht auf die Zelle moéglich ist. Fernerlemmaoglicht diese Technik eine
dreidimensionale Darstellung des gewilnschten Ausgsh Die in dieser Arbeit

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

2.7.5 Kolokalisationsrate

Die Kolokalisationsrate von dsRNA-Signalen mit Qrgémarkern oder gespaltenem PC-
A2 wurde anhand der Pearson-Korrelation ermitizi#. Korrelationsrate nach Pearson ist
ein dimensionsloses Mal} fur die Starke eines lerealusammenhangs zwischen zweli
quantitativen GroR3en (hier Fluoreszenzen). Ergith €in Wert von 1 entspricht dies
einer 100% Kolokalisation der Fluoreszenzen. ZumiElung der Korrelation wurden die
Bilder mit dem Programm Imaris 8.4 (Bitplane) unteler Verwendung der
automatisierten Schwellenwerteinstellung (enghutomatical threshold settings)
ausgewertet (119-121).

2.7.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie nutzt im Gegensatz zuwhtmikrokopie einen Strahl aus
hochenergetischen Elektronen, die durch magneti®baden und Linsen fokussiert
werden, um Strukturen abzubilden. Dies ermdgliame eeutlich héhere Auflosung (ca. 1
nm) als in der konventionellen Lichtmikroskopie.(280 nm).

Zur elektronenmikroskopischen Analyse von Zellenrdem diese auf ACLAR-Folie

(10501-10, Plano) ausgesat und nach 24 Std. mitM-E29E (MOI = 3) infiziert oder

unbehandelt belassen. Nach 2 Std. Absorption wdadelnokulum entfernt und frisches



FKS-freies DMEM-Medium mit Py-2 (20 uM) oder ein@ntsprechenden Menge
Losungsmittel (DMSO) fiur die angegebenen Zeitrduhezugefigt. Anschlie3end
wurden die Proben mit Fixierlésung (4 % [v/v] PFEAL % [v/v] Glutaraldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer) behandelt. Die Proben wurden 3xPES fir 10 Min. gewaschen und
anschlieend mit 1 % [w/v] Osmiumteroxid in PBS 15 Min. bei RT behandelt. Zur
Kontrastierung wurde nach erneutem Waschen (3xfaB80 Min., 2x BO fur 5 Min.)
Uber Nacht 1 % [v/v] Uranylazetat in PBS hinzugegebAm Folgetag wurden die
Proben 2x mit PBS fur jeweils 10 Min. auf Eis geefsen. Anschliel3end erfolgte die
Alkoholreine  zum Entwassern des Probenmaterials Bid. Hierbei wurde in
aufsteigender Konzentration und jeweils fur 15 Mithanol zu den Proben gegeben
(30/50/70/80/90/96/100 %). Im Anschluss wurdenRtieben in aliphatisches Epoxidharz
(Epon) eingebettet. Hierbei wurde zuerst ein Eth&pongemisch (2:1 [v/v]
Ethanol:Epon) fur 4 Std. bei 4°C hinzugegeben. Dlamxfolgte die Zugabe eines
weiteren Epongemisches (1:1 [v/v] Ethanol:Epon)riNacht bei 4°C. Am Folgetag
wurde fur 3,5 Std. ein weiteres Epongemisch (1/2][¥thanol:Epon) hinzugegeben,
worauf anschlieRend die Proben mit reinem Epor2 f8td. bei RT inkubiert wurden. Die
Aushéartung der ACLA-Folie-Stiicke in Epon erfolgt B0O°C fur 24 Std. AnschlieRend
wurden die Eponklétzchen mit Hilfe eines Mikrotoiif®eichert/Leica Ultracut S) in ca.
50-70 um dicke Schnitte geschnitten, welche auftdRdsrids Ubertragen wurden.
Danach wurden die Proben im Zeiss EM912AB unterKX0@nalysiert und mittels

iTEM-Software weiter bearbeitet.

2.8  Statistik

Die Daten wurden mit Excel 2007 (Microsoft) und @Rad Prism Version 5.0
(GraphPad) ausgewertet. Die Ergebnisse von 3 bigaBhangigen Experimenten wurden
mittels des D’Agostino und Pearson OmnibustestsNarimalverteilung tGberprift. Bei
normalverteilten Daten wurde die Signifikanz anhath beidseitigen, ungepaartén
Tests analysiert, wobei Unterschiede als signifikargesehen wurden, wenn p<0,05 war.

Fur nicht-normalverteilte Daten wurde der Mann-Whit U-Test verwendet.






3. Ergebnisse

3.1 Inhibition der zytosolischen Phospholipase A2 beeintrachtigt
die Replikation von HCoV-229E

Studien der letzten Jahre lassen vermuten, dasgntenzles Lipidstoffwechsels im
Replikationszyklus einer Vielzahl von +RNA-Viremei wichtige Rolle spielen kdnnten.
So konnte bereits demonstriert werden, dass dielikdépn und insbesondere die
Bildung infektidser Viruspartikel von HCV und DENVon der Aktivitat der cPLA2
abhangig sind. Die Fragestellung, ob cPLA2uch fur HCoV-229E und andere
Coronaviren oder sogar fur andere RNA-Virus-Familieinen essentiellen Kofaktor
darstellt, sollte in dieser Arbeit adressiert werd®er hier sowie in der Arbeit von
Menzel et al (84) verwendete niedermolekulare Inhibitor Py-ihdet mit hoher
Selektivitat im aktiven Zentrum des lipolytischenZgms cPLA2 (122). Durch eine Py-
2-spezifische Inhibition kann somit eine moglichell®& von cPLA2 in der viralen
Replikation untersucht werden.

Zuerst wurde jedoch die Zytotoxizitat des Inhibst@uf Huh-7-Zellen, eine fir HCoV-
229E und zahlreiche andere Viren verwendete Zg|libestimmt. Diese Zelllinie wurde
fur den Grofteil der in dieser Arbeit beschriebenErperimente benutzt. Die
Bestimmung der Zytotoxizitat eines Inhibitors ebdawRickschlisse, ob ein Inhibitor
spezifisch die Virusreplikation hemmt oder abegethein toxische Nebenwirkungen hat,
die zentrale zellulare Funktionen beeintrachtigdaragar zum Absterben der Wirtszelle
fuhren, wodurch die Virusreplikation indirekt gehminwirde.

Fur Py-2 konnte bei einem Behandlungszeitraum delle@ von 12 Std. keine
Zytotoxizitat bis zu einer Konzentration von 40 |f&ttgestellt werden (Abb. 10A). Es
wurden deswegen Py-2-Konzentrationen bis zu eineaxiffum von 20 pM fir die
folgenden Experimente verwendet.

Anschliel3end wurde das antivirale Potenzial degbitdrs in HCoV-229E-infizierten
Huh-7-Zellen untersucht. Hierbei wurden Py-2-Koreationen von 20, 10 oder 5 uM
eingesetzt. Als Positivkontrolle  dienten infizierteZellen, die mit der
Losungsmittelkontrolle (DMSO) behandelt wurden. \&ies Abb. 10B ersichtlich, konnte
eine Titerreduktion festgestellt werden, wenn dmizierten Zellen mit niedrigen
Konzentrationen von Py-2 behandelt wurden, wéahiegideiner Konzentration von 20

MM eine deutliche und statistisch signifikante frigeluktion nachweisbar war.



Abbildung 1C. Bestimmung der Zellviabilitdt und des antiviralen Fotenzials von P-2 in Huh-7-Zellen. (A) Nact
einer Behandlung von Huh-7-Zellen fir 12 Std. mih dengegebenen Konzentrationen von2Pywurden méglich
zytotoxische Wirkungen des Inhibitors mittels MEBsay bestimmt. Aus den erhaltenen Messwerten @) fir
behandelte und unbehandelte Zellen wurde ein Quiagiebildet, der hier in einer Prozentdarstelluageigt wird. B)
Huh-7-Zellen wurden mit HCo\229E (MOI = 3) fiir 2 Std. inokuliert. AnschlieBendirde das Inokulum entfernt u
Py-2-haltiges Medium in den angegebenen Konzeairati fir weitere 10 Std. hinzugegeben. Die Virestituder
12 Std p. i. mittels FFA bestimmitinterschiede gegenuber der unbehandelten infinid?tsitivkontrolle (hellgrau
Balken) wurden aus drei unabhéangigen Experimentegcheet und statistisch ausgewertet (** P<0,005).

3.2 Inhibition von cPLA2 ist nicht Zelltyp-spezifisch

Um ausschlie3en zu kénnen, dass der in 3.1 gezaigidrale Effekt Zelltyp-spezifisch
ist, wurden weitere Zelltypen untersucht. Hierbeirden speziell Zellen verwendet, die
den naturlichen Wirtszellen fur CoV im humanen @igaus ahneln. Zu diesem Zweck
wurden zunachst BEAS-B2-Zellen verwendet (Abb. 11A)

Abbildung 11. Bestimmung des antiviralen Potenzialsron Py-2 in humanen Zellen des Regationstrakts.
BEAS-B2- A) und MRC-5-B) Zellen wurden mit HCo\229E (MOI = 3) infiziert. 2 Std p. i., wurde dasokulurr
mit frischem Medium ohne FKS ersetzt, das die aebegen Py-XZonzentrationen enthielt. Als Positivkontrc
wurden infizierte Zellen verwendet, die mit einertgprechenden Menge L&sungdalit(DMSO) ohne Inhibitc
behandelt wurden. Virustiter wurden 12 Std. p. ittets Plaque-Assay bestimmt. Titerunterschigggentber d
unbehandelten infizierten Kontrolle (hellgrauer Ralk aus drei unabhangigen Experimenten wurden @
statistische Auswertung einbezogen (* P<0,05).



Diese Bronchialzellen sind keine Tumorzelllimer se sondern wurden mittels eines
Polyomavirus (Simian-Virus 40) immortalisiert. D@geiteren wurden primare humane
MRC5-Zellen (humane embryonale Lungenfibroblasterglysiert (Abb. 11B).

In beiden Zelltypen konnte eine ahnlich ausgepréagtivirale Wirkung von Py-2 im

nicht-toxischen Bereich 12 Std. p. i. beobachtetder. Eine signifikante Titerreduktion

war auch hier bei einer Py-2-Konzentration von R0zu beobachten.

3.3  Charakterisierung des molekularen Wirkmechanismus wn Py-2

auf den viralen Replikationszyklus

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine cPUARibition zu einer
Virustiterreduktion in den drei getesteten Zelltyd@hrt (Abschnitt 3.1 und 3.2), wurde
die Bedeutung der Lipase als Wirtsfaktor im viraléteplikationszyklus naher
charakterisiert.

Wie bei den meisten anderen im Zytoplasma repéngen RNA-Viren, besteht der
coronavirale Lebenszyklus im Wesentlichen aus fudge Schritten: (i) Rezeptorbindung
und Aufnahme des Viruspartikels, (ii) Freisetzures dNukleokapsids bzw. des RNA-
Genoms (iii) Replikation und Transkription des \era Genoms, (iv) Translation viraler
MRNAS, (v) Assemblierung neuer Virionen und (vi)siitt aus der Wirtszelle. Mittels
unterschiedlicher Verfahren kénnen einzelne Sehdits Replikationszyklus analysiert
werden. Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Erpte wurde ein
Untersuchungszeitpunkt von 12 Std. p. i. gewahdt,zd diesem Zeitpunkt bereits eine
effiziente Virusreplikation stattfindet, wahrend rdezytopathische Effekt der
Virusreplikation auf die Wirtszelle noch relativrge ist. Gleichzeitig wurde eine MOI

von 3 gewahlt, um sicherzustellen, dass alle ZelwmKultur infiziert waren.

3.3.1 Py-2 blockiert die virale Proteinakkumulation

Zunachst wurde die Synthese und Akkumulation virédeoteine in Anwesenheit des
Inhibitors Py-2 in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zefi untersucht. Hierfir wurden
verschiedene, nicht-toxische Py-2-Konzentratiorh (M, 10 uM und 5 pM) oder eine
der maximal eingesetzten Py-2-Konzentration entémede Menge Losungsmittel
(DMSO) nach der zweistiindigen Virus-Inokulation eggben. Zelllysate wurden 12 Std.
p. i. hergestellt und mittels SDS-Gelelektrophores®l anschlieRender Westernblot-
Analyse naher untersucht. Die Produktion von viral&trukturproteinen und

Nichtstrukturproteinen wurde durch spezifische Rotper gegen N sowie nsp8



untersucht. Als Ladekontrolle wurde ein Antkérpemggn -Aktin eingesetzt. Wie aus
Abbildung 12A ersichtlich, konnte in Abh&ngigkeitorv der verwendeten Py-2-
Konzentration eine verminderte Akkumulation virafmoteine bei gleichbleibendem
Aktin-Gehalt beobachtet werden. Ubereinstimmend ddit Titerreduktion (Abschnitt
3.1) zeigte eine Behandlung mit 20 pM den stark$éekt. Aulerdem wurde eine
Immunfluoreszenzanalyse zum Vergleich der N-Pre®inthese in unbehandelten und
Py-2-behandelten HCoV-229E-infizierten Zellen dwetiihrt. Wie aus Abb. 12B
ersichtlich, zeigte sich im Einklang mit der Weastdot-Analyse eine Reduktion des
Signals fur das virale N-Protein bei Zugabe vonu@d Py-2. Unbehandelte infizierte
Zellen zeigten hingegen eine deutliche N-Farburtiera aller Zellen. Letzteres beweist
auch, dass die verwendete MOI von 3 ffu/Zelle aobend war, um alle Zellen der

Kultur zu infizieren.



Abbildung 12. Virale Proteinakkumulation bei Inhibition der cPLA2 -Aktivitat in infizierten Huh-7- Zellen.
Huh7-Zellen wurden mit HCo\229E (MOI = 3) infiziert (oder uninfiziert belasgennd nach zweistiindig
Inokulation mit den angegebenen Py@nzentrationen flr weitere 10 Std. behandelt. MirRroteine wurde
entweder mittels WesternbloA) oder Immunfluoreszenz-TesB) nachgewiesen A) Huh-7Zelllysate wurden 1
Std. p. i. mittels SDS-Gelelektrophorese in einéh?d SDS-Polyacrylamid@sel aufgetrennt. Nach dem Transfer
eine Nitrozellulose-Membran wurde das virale Nukkgmsidprotein (N) mit einem monoklonalen Maus-anti-
Nukleokapsidprotein-Antikbrper und das virale Nitchtkturprotein 8 (nsp8) mit einem polyklonalen Kaetien-anti-
nsp8-Serum nachgewiesen. Als Ladekontrolle diepddtin, das mit einem monoklonalen Antikdrper nachigser
wurde. Der Nachweis der gebildettmmunkomplexe erfolgte durch die Verwendung vhroreszenzgekoppelt
Sekundarantikorpern im Li-Cor-Odyssey-Scann).Nach Inkubation der permeabilisierten Hulz&Hen mit einer
monoklonalen Maus-anti-Nukleokapsidprotein-Antikérp wurde die Exprefon des viralen Proteins mit ein
fluoreszenzmarkierten  Sekundarantikdrper  (AlexaaFbO4-gekoppelter  Ziege-anti-Maus-1g@+ikorper,
visualisiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPé&fgrbt (blau).



3.3.2 Inhibition der cPLA2 -Aktivitat reduziert die virale RNA-Synthese

Die verminderte Akkumulation viraler Proteine in BNG229E-infizierten Zellen
(Abschnitt 3.3.1) kdnnte aus einer verringertenalein RNA-Synthese resultieren.
Anderenfalls konnte jedoch auch eine beeintraahtigroteinbiosynthese in Py-2-
behandelten Zellen der Grund sein. Um diese Fralyj@sfy naher zu untersuchen, wurde
der Effekt von Py-2 auf die virale RNA-Synthese anaticht. Dazu wurden infizierte
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen Py¢hdndelt (5, 10, 20 uM). In der
Negativkontrolle (ohne Py-2) wurde die fur die Hellsing der hochsten Py-
Konzentration verwendete DMSO-Menge eingesetzt, umigliche Effekte des
verwendeten Losungsmittels auf die virale RNA-Sgsth auszuschlieRen. 12 Std. p. i.
wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. Alitere Kontrolle fir die
nachfolgende Northern-Hybridisierung dienten umefite Zellen. Jeweils 5 pg der
isolierten RNA wurden in einem denaturierenden AgarGel aufgetrennt und die
verschiedenen viralen RNA-Spezies mittels Northieinlund einer HCoV-229E-
spezifischen, radioaktiv markierten Sonde hybretis{Abschnitt 2.5). Die in Abb. 13
gezeigte Autoradiographie zeigt, dass die Akkunmatder genomischen und
subgenomischen RNA(S) in Py-2-behandelten Zellekomezentrationsabhangiger Weise
reduziert war. Diese RNA-Daten bieten eine tGibereadg Erklarung fur die weiter oben
beschriebene verminderte Akkumulation viraler Hreten Anwesenheit des cPLA2
Inhibitors und schliel3en einen alleinigen inhibgohen Effekt dieser Substanz auf die

Translation viraler RNAs weitgehend aus.



Abbildung 13. Virale RNA-Synthese in Hul-7-Zellen in Gegenwart eines cPLA2-Inhibitors. Huh-7Zeller
wurden mit HCoV-229E (MOI = 3) fiir 2 Std. inokett. Als Negativkontrolle dienten uninfizierte Zail (mock)
AnschlieBend wurden die angegebenen KonzentratidPgf oder (als Kontrolle) die entsprechende M
Losungsmittel (DMSO) ohne Inhibitor (O uM) zu detiizierten Zellen gegeben. 12 Std. p. i. wurde @esamtRNA
isoliert, in einem 1 % [w/v] Agarose-Formaldeh@! aufgetrennt und auf eine Nylonmembran Ubertradzie
Genom-RNA und die subgenomischen RNA-Spezies wuraier Verwendung einerd]-markierten DNASond
nachgewiesen, die spezifisch war fur die Nukleot®8875 bis 27.277 des coronaviralen Genoms. Die g&
Autoradiographie ist reprasentativ fiir insgesarst durchgefiihrte Experimente. Die Positionen d&Nsgs 2, 4, 5,
und 7 sowie die Genom-RNA (= RNA 1) sind auf deihten Seite gekennzeichnet.



3.3.3 Py-2 beeinflusst einen frihen Schritt des viralen €benszyklus, jedoch
nicht den Viruseintritt
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die virale RNAd Proteinakkumulation in
Zellen mit verminderter cPLAZ2AKktivitat deutlich reduziert war (Abschnitt 3.3.3,3.2),
wurde untersucht, ob (und in welchem Umfang) detpzekt der Zugabe des Inhibitors
die beobachteten Effekte auf die virale RNA- undt@inakkumulation beeinflusst. Zu
diesem Zweck wurde einfjme-of-addition“Experiment durchgefihrt.
Hierbei wurde Py-2-haltiges Medium (20 uM) fir 218den bzw. 4 Stunden und zu exakt
definierten Zeitpunkten nach Infektionsbeginn aid #CoV-229E-infizierten Huh-7-
Zellen gegeben. Um die im Verlauf des gesamtenkiitieszeitraums freigesetzten
Virionen in die Analyse einbeziehen zu kdnnen, veardlle im Verlauf des Experiments
abgenommenen Zellkulturiberstande gesammelt unddemt Zellkulturiiberstand, der
am Ende des Experiments (12 Std. p. i.) gewonnemeaywereinigt. Mit diesem Pool
wurden dann Virustitrationen durchgefuhrt, um dies@mntzahl der bei den verschiedenen
Py-2-Verdinnungsstufen freigesetzten infektibsemo¥en zu bestimmen. Es zeigte sich,
dass der cPLAZInhibitor keinen erkennbaren Effekt auf die Virgglikation hat, wenn
er wahrend der Virusadsorption (Zeitraum 0-2 Stdi.)pzugegeben wurde (Abb. 14).
Befand sich der Inhibitor im Zeitraum 2-6 Std. .pam Zellkulturmedium, zeigte sich eine
deutliche (um ca. 2 Log-Stufen), statistisch siggaiite Reduktion des Virustiters im
Zellkulturiberstand zum Analysezeitpunkt (12 Stdi. Wurde hingegen der Inhibitor
zu spateren Zeitpunkten hinzugegeben (4-8, 6-1®, 8td. p. i.), waren die beobachteten
inhibitorischen Effekte mit zunehmender Zeit nadaifektionsbeginn weniger stark
ausgepragt. Diese Daten lassen darauf schlieRess di@ cPLA2-Aktivitat keine
Bedeutung fiir die rezeptorvermittelte Aufnahme J860V-229E in die Zelle hat,
wahrend sie im Zeitraum von 2-6 Std. p. i. einehtige Rolle zu spielen scheint. Die
Daten zeigen auch, dass die Bedeutung der cPlA&&ivitat fur die Virusreproduktion
mit zunehmender Infektionsdauer abnimmt, was auk espezifische Funktion der

cPLA2 -Aktivitat in einem friihen Schritt des coronavimralReplikationszyklus deutet.



Abbildung 14. Virustiter bei zeitabhangiger Gabe von P-2. Huh-7-Zellen wurden mit HCo\229E (MOI = 3
infiziert. In den angegebenen Zeitradumen wurde idiierten Zellen in Medium mit 20uM Pg- kultiviert.
Anschliel3end wurde das Pykzaitige Medium mit frischem Medium ersetzt. Am Eraks Experiments (12 Std. p.
wurden die aus den jeweiligen Versuchsansatzenngestien Uberstande vereinigt, und die Virustiterdiesel
gepoolten Zellkulturiiberstanden wurden mittels FBéstimmt. Unterschiede zwischen Pykzhandelten (weil
Balken) und unbehandelten (grauer Balken) HCoV-2@fizierten Zellen aus drei unabhangigen Experirae
wurden in die statistische Auswertung einbezoge® €0,05).

3.3.4 cPLA2 beeintrachtigt die Bildung viraler Replikations-/
Transkriptionskomplexe
Da die Inhibition von cPLA2 keinen Einfluss auf den Viruseintritt, jedoch aaifen
nachfolgenden, frihen Schritt des Replikationszykiatte, der zu einer gestorten RNA-
Synthese fuhrte, wurde in den folgenden Experimrentetersucht, ob der Inhibitor
Auswirkungen auf die Bildung viraler RTCs hat. Wiereits ausgefuhrt, handelt es sich
bei den coronaviralen RTCs um Multiproteinkompledis aus zahlreichen viralen und
zellularen Proteinen bestehen, und —unter Einbanghireier Nichtstrukturproteine mit
Transmembrandoméanen— fest in die Virus-induziem#éembranstrukturen der ROs
integriert sind (Abschnitt 1.1.3). Wesentlicher @eslteil der von Coronaviren
induzierten ROs sind DMVs, deren Bildung in eirgihien Phase der Infektion (ab ca. 2
Std. p. i.) erfolgt (Anhang Abb. 34).
Zur Visualisierung coronaviraler RTCs wurde einerlunfluoreszenzanalyse von HCoV-
229E-infizierten Huh-7-Zellen durchgefihrt. Hierfiturden nsp8-spezifische Antikdrper
(als Marker fur RTCs) verwendet sowie Antikorper gge dsRNA, einem
Reaktionsintermediat der viralen RNA-Synthese (4Ih). unbehandelten, infizierten
Zellen zeigte sich deutlich das CoV-typische, pdéredre, punktférmige Muster der
intrazellularen RTC-Verteilung (47). Im Einklang tnder Literatur kolokalisierte das
Signal fur nsp8 und dsRNA in infizierten Zellen $&1. p. i. (Abb. 15A) (47).



Demgegeniber reduzierte sich das Fluoreszenzsigeah die infizierten Zellen mit Py-
2 (20 pM) behandelt wurden. Ein direkter Vergleidbr 3D-Rekonstruktionen des
dsRNA-Signals von infizierten, unbehandelten Zellghbb. 15B) mit infizierten,

behandelten Zellen (Abb. 15C) illustriert die deté Verringerung von Anzahl und
GroRRe der gebildeten RTCs. Dies weist auf einerBegaihtigung der RTC-Bildung hin,

wenn cPLA2 blockiert wird.



Abbildung 15. Immunfluoreszenzanalyse mdoglicher Effete der cPLA2 -Inhibition auf die Bildung Virus -
induzierter RTCs in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. (A) Huh-7Zellen wurden auf sterile Deckglasc
ausgesat und mit HCo229E (MOI = 3) infiziert. Nach zweistiindiger Inoktibn wurde das Virusinokulum entfe
und mit frischem Medium mit 20 uM Py-2 oder einetsprechendeMenge DMSO ersetzt. 12 Std. p. i. wurden
Zellen mit kalten Methanol fixiert und zum Nachweisr RTCs mit Maus-anti-dsRNAntikdrper (rotes Signal) ui
polyklonalem Kaninchen-anti-nsp8-Serum (griines &jgisowie geeigneten Sekundarantikorpern (AlexaiF48¢
F(ab‘)2-Fragment Ziege-anti-Kaninchen IgG und Al&taor-594-Ziege-antMaus 1gG) gefarbt. Der Nukleus wu
mit DAPI angefarbt (blau). Die Ausschnittsvergra8eg der in weil3 dargestellten Rahmen befindeh sh de
darauffolgenden Zeile. Als Negativkontrolle dienteninfizierte Zellen. B) 3D-Rekonstruktionen der Signale ei
HCoV-229E-infizierten Zelle @) und einer HCoV-229E-infizierten sowie Pyb2handelten (20 uM) Zelle (rc
dsRNA, blau= Nukleus). i@ Darstellung ist reprasentativ flr zahlreicheeusuichte Zellen aus drei unabhéng
Experimenten.



3.3.5 Eine Hemmung der cPLAZ2 -Aktivitat blockiert die Bildung von
Doppelmembranvesikeln
Da virale RTCs an viralen ROs verankert sind, wudie Bildung von coronaviralen
DMVs im Zuge der Infektion und in Abhéngigkeit voRLA2 naher untersucht. Hierfir
wurde eine elektronenmikroskopische Studie in Koaten mit der Imaging Unit des
Biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberglder Giessen und unter Anleitung
von Dr. Martin Hardt durchgefihrt.
In der perinuklearen Region von HCoV-229E-infizéert Huh-7-Zellen konnten zum
Zeitpunkt 12 Std. p. i. DMVs von ca. 200-300 nm Rgdvisualisiert werden (Abbildung
16A). Diese traten in Clustern von ca. 10-25 DMM$§ and zeigten die charakteristische,
namensgebende Doppelmembran (Ausschnittsvergrégdanuibb. 16B). Im Gegensatz
hierzu konnten keine DMVs im Zytoplasma von uniigiten Zellen detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).
In Kontrast zu infizierten Zellen wurde in Py-2-b@ldelten, infizierten Zellen nur eine
geringe Zahl von DMVs beobachtet (Abb. 16C). Diéssen auch nicht in lokalen
Anhaufungen von ca. 10-25 DMVs auf, sondern waeslglich als vereinzelte DMVs
sichtbar (Ausschnittsvergréf3erung Abb.16D).



Abbildung 16. Elektronenmikroskopische UntersuchungVirus-induzierter DMVs in HCoV-229E-infizierten
Zellen, die mit einem cPLA2 -Inhibitor behandelt wurden. Huh-7-Zellen wurden auf ACLAR-Folie ausgesat und
mit HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Nach zweistiindigénkubation wurde fiir die angegebenen Zeitraume-Py
haltiges (20 uM) Medium ohne FKS oder eine korresiierende Menge Lésungsmittel zu den Zellen gegeben
Zellen wurden 12 Std. p. i. mit 3 % [v/v] Glutarald/d fixiert und weiter aufgearbeitet. Die elekeomikroskopische
Untersuchung erfolgte am Transmissionselektronerusiiop Zeiss EM912AB bei 200 kVA) Ubersichtsbild einer
infizierten Huh-7-Zelle 12 Std. p. i. mit den tygiigen perinukledren DMV-Clustern (wei3er Kreis, sataea Quadrat).
(B) AusschnittsvergroRBerung des in A als schwarzead@u gekennzeichneten DMV-Cluster€.) (Ubersichtsbild
einer infizierten und im Zeitraum 2-12 Std. p. it Ry-2 behandelten ZelleD§ Ausschnittsvergréf3erung der in C mit
einem schwarzen Quadrat gekennzeichneten DMWs:F) Statistische Auswertung der TEM-AnalyserE) (
Berechnung des prozentualen Anteils der Zellen, veepositiv fir DMV-Strukturen oder intrazellularéridnen (1ZV)
waren. F) Anzahl von DMVs pro Zelle. Fir beide Auswertungearden die infizierten Zellen entweder unbehandelt
belassen (grauer Balken) oder in den ZeitrAumen 3til2 2-7 Std. (frihe Phase der Virusinfektiongrod-12 Std.
(spéate Phase der Virusinfektion) mit Py-2 (20 pMhandelt. Bestehende Unterschiede zwischen (i) HGZ9E2
infizierten und Py-2-behandelten Zellen mit (i) ING@29E-infizierten, aber unbehandelten Zellen (gr&alken)
wurden statistisch abgesichert (* P<0,05; ** P<®,08* P<0,0005). Die Anzahl (n) der in die Analysinbezogenen
Zellen betrug: n(inf.)=154, n(2-12 h)=190, n(2-#1)7, n(7-12 h)=135.



Die statistische Auswertung von tber 100 Zellen\arschiedenen Schnittebenen sowie
zwei unabhangigen biologischen Experimenten velidatitdass DMVs in ca. 40 % der
infizierten Zellen pro Schnitt erkennbar waren (AWBE, inf.). Wurden die infizierten
Zellen dahingegen mit Py-2 behandelt, reduzieth die Anzahl nachweisbarer DMVs,
wobei nur noch in ca. 20 % der Zellen DMVs in eingawahlten Schnitt nachweisbar
waren (Abb. 16E, 2-12 Std.). Die Analysen zeigaassdeine Behandlung mit Py-2 das
Auftreten von DMVs in infizierten Zellen um mehisd@0 % vermindert. Die Zugabe von
Py-2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektwgab, dass eine cPLA2
Blockierung in der frihen Phase des viralen Lebgdsg (2-7 Std. p. i.) einen &hnlichen
Phanotyp hatte wie eine Py-2-Behandlung Uber dsamée Dauer der Infektion (2-12
Std. p. i.). Im Gegensatz dazu hatte eine Py-2-Bdlbhag in einer spateren Phase der
Infektion (7-12 Std. p. i.) keinen erkennbaren kis$ auf die DMV-Bildung im
Vergleich zu unbehandelten, infizierten Zellen. Bimliches Muster konnte auch fur das
Auftreten intrazellularer Virionen (1ZVs) beobachteverden. Hierbei zeigten pro
Schnittebene etwa 45 % der unbehandelten, infenefellen 1ZVs, wohingegen nur in
ca. 10 % der Py-2-behandelten, infizierten Zellévd nachgeweisen werden konnten (2-
12 Std. p. i.). Bei infizierten Zellen, welche ierdriihen Phase der Infektion (2-7 Std. p.
i.) mit Py-2 behandelt wurden, zeigte sich mit 15d% Zellen, die positiv auf 1ZV
ausgewertet wurden, ein ahnlicher Wert wie flrziefite Zellen, welche von 2-12 Std. p.
I. mit Py-2 behandelt wurden. Dahingegen untersignesich die spat behandelten Zellen
(7-12 Std. p. i.) nicht signifikant von unbehandaltinfizierten Zellen.

Neben der Analyse von DMVs und 1ZVs in infiziertéallen wurde auch die Anzahl der
DMVs in den DMV-positiven Zellen bestimmt (Abb. 16FHierbei wurde die
durchschnittliche Anzahl der DMVs pro Cluster inPyehandelten bzw. unbehandelten
Zellen nach HCoV-229E-Infektion verglichen. Im Hiakg mit bereits friher
publizierten Ergebnissen fur dasouse hepatitis virufMHV, GenusBetacoronaviriuy
fanden sich in infizierten Zellen im Durchschnitt. 45 DMVs pro Cluster (123). Eine
CPLA2 -Inhibition verminderte diese Anzahl im Durchschréiuf ca. 5 DMVs pro
Cluster (Abb. 16F). Interessanterweise konnte dueh ahnlich zu den Daten in Abb.
16E, die Starke des beobachteten Effekts auf di&/Bildung mit dem gewahlten Py-2-
Behandlungszeitraum korreliert werden. Zwischereminangen Behandlungszeitraum
(2-12 Std. p. i.) und einem kurzeren, aber frihehddlungszeitraum (2-7 Std. p. i.) gab
es keine wesentlichen Unterschiede: In beiden fréli@r die DMV-Anzahl pro Cluster in

vergleichbarem Umfang vermindert. Kontrér hierzuihrfe eine Py-2-Behandlung



wahrend eines spéateren Zeitraums (7-12 Std. guiBeinem nachweisbaren Effekt auf
die DMV-Anzahl pro Cluster. Die ermittelten Wertaterschieden sich nicht von denen
unbehandelter, infizierter Zellen (Abb. 16F).

Tabelle 7. Ubersicht tiber die beobachteten Behandlgszeit-abhangigen Veranderungen der 1ZVs und DMVs in

infizierten und/oder Py-2-behandelten Huh-7-Zellen.

Behandlungszeitraum Phanotyp
Unbehandelt /
Behandelt 2-12 Std. p. i.

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

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

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass didtidm der cPLAZ2-Aktivitat zu
einer verminderten Anzahl DMV- und 1ZV-positiver ll&n fuhrte, wobei zusatzlich auch
die Anzahl der DMVs pro Zelle durch die Py-2-Behlang vermindert wurde. Dieser
Effekt trat unabhangig davon auf, ob der Inhibiiber einen langen Zeitraum (2-12 Std
p. i.) oder nur einen kurzen Zeitraum in der frilimase der Infektion (2-7 Std. p. i.)
angewendet wurde. Hingegen hatte eine Blockieruag aPLA2 -Aktivitat wahrend
einer spateren Phase der Infektion (7-12 Std) geinen nachweisbaren Einfluss auf die
Bildung und Anzahl der DMVs in infizierten Zellemdbelle 7).



3.4  Untersuchungen zum moglichen Wirkmechanismus, mitem die

cPLA2 zur Doppelmembranvesikel-Bildung beitragt

Die dargestellten Ergebnisse ergaben klare Hinwgiseeine Beteiligung der Lipase
cPLA2 an der Bildung von DMVs in Coronavirus-infiziert&ellen. Als nachstes sollte
nun die Frage beantwortet werden, welches der bedlgch die cPLA2-Aktivitat
freigesetzten Reaktionsprodukte fir die Bildung \DWMVs erforderlich sein kénnte.
Dem lipolytische Enzym cPLA2 kdnnen zwei Ubergeordnete zellulare Funktionen
zugeordnet werden: (i) einer immunmodulierende ddudie Bereitstellung von
Arachidonsaure) und (ii) einer membranrearrangeee(durch die Bereitstellung von
LPLs) Funktion (Abb. 17).

Abbildung 17. Schematische Darstellung der cPLA2-Aktivitat. (1) Nach Aktivierung der Lipase durch
Phosphorylierung und Kalzium-Bindung translozieg Hipase und bindet an zellulare Membran@phcPLA2 spaltet
Phosphoglyzeride an ihrer sn2-Position, wodurchcidonséure freigesetzt wird, welche wiederum vonXQad
LOX als Substrat zur Bildung von Inflammationsmediiah (z. B. Prostaglandinen) verwendet wirg). Aul3erdem
entsteht ein in der Membran verbleibendes, kegeiffes LPL. Erhdhte LPL-Konzentrationen in einer
Membranschicht kénnen Membrankrimmungen induziedén wiederum gréRere strukturelle Reorganisatioden
Membran, beispielsweise Invaginationen, einleiténrien.

Die folgenden Experimente wurde durchgefihrt, untestiitzung fur eine dieser beiden

Mdglichkeiten im Kontext einer Coronavirus-Infektiau gewinnen.



3.4.1 Inhibition der Cyclooxygenase 1/2 und Lipoxygenaskaben keinen
Einfluss auf die coronavirale Replikation
Die von cPLA2 abgespaltene Arachidonsaure stellt einen Vorlatifereine Vielzahl
von Lipidmediatoren wie z. B. Eikosanoiden, Leuleien, Prostaglandinen und
Thromboxanen dar. Bei einer Hemmung der cPLARtivitat kann daher erwartet
werden, dass durch die verminderte Bereitstellumy Arachidonséure die Synthese von
immunmodulierenden Lipidmediatoren reduziert wiibies konnte Teilprozesse der
Virusreplikation in der Wirtszelle beguinstigen wtid Gefahr einer Friherkennung durch
das Immunsystem reduzieren. Es wurde deshalb zsn&@gprift, ob eine Blockade
zweier zentraler Enzyme in diesem immunregulatbgaacSignalweg, COX1/2 und LOX,
einen antiviralen Effekt haben. Diese Enzyme desacAidonsaurestoffwechsels
metabolisieren das Produkt der cPLA2veiter. Speziell katalysiert COX1/2 die
Umwandlung von Arachidonsdure zu Prostaglandin H®&phingegen LOX
Arachidonsaure in zwei Schritten zu Eikosanoidezw(b Leukotrienen) oxidiert.
Therapeutisch werden deswegen COX1/2-Inhibitoresm sdgenannte nichtsteroidale
Antiphlogistika (engl.non-steroidal anti-inflammatory drug®\SAIDs) eingesetzt. In
diesem Versuch wurde das NSAID Lornoxicam sowieEDT als potente COX- bzw.
LOX-Inhibitoren verwendet (124, 125).

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) infizterNach zweistindiger Inokulation wurde
frisches Medium ohne FKS mit den angegebenen Kdrat@nen des COX-Inhibitors LornoxicarA) oder des LOX-
Inhibitors 2-TEDC B) hinzugegeben. Als Kontrolle dienten infiziertelle, welche mit der korrespondierenden
Menge Lésungsmittel (DMSO) behandelt wurden. Dieustiter von drei unabhéngigen Experimenten wuiieistd.

p. i. mittels Plaque-Assay bestimmt.

Wie aus Abbildung 18 ersichtlich, hatte eine Intids der Enzyme COX1/2 und LOX in
den eingesetzten, nichttoxischen KonzentrationamekeEinfluss auf den Virustiter. Dies

kann als Hinweis gedeutet werden, dass LOX- und @0Bb&angige



Regulationsmechanismen keine wesentliche RolleldéeReplikation von HCoV-229

vitro haben.

3.4.2 Die Wiederherstellung des intrazellularen Arachidorsédure-Spiegels
zeigt keinen Wiederherstellung der Virusreplikation
Nachdem COX1/2 und LOX sowie deren Stoffwechselpkéel nicht fir eine effiziente
Virusreplikation benétigt werden (Abschnitt 3.4.4¢]lte nun die Bedeutung des direkten
cPLA2 -Produktes, der Arachidonsaure, fur die virale Kepibn einschliel3lich der
DMV-Bildung beleuchtet werden. Arachidonsaure ké&nsdwohl indirekt als sekundarer
Botenstoff (engl.second messengerls auch direkt im Zuge einer Modulation der
Membranfluiditat erfolgen. Arachidonsdure und aedenehrfach ungesattigte, freie
Fettsduren erhdéhen die Membranfluiditat und konntaaf diese Weise die
Membranstruktur und Membrankurvatur beeinfluss&6{128).
Da cPLA2 das wichtigste Enzym fiur die Bildung freier Araginsaure in der Zelle ist
(129), fuhrt dessen Hemmung zu einer verminderteacidonsaure-Produktion und
damit auch geringeren intrazellularen Arachidonsd(onzentration (130, 131). Es
wurde deshalb getestet, ob eine Erhdhung der gltwédren Konzentration durch die
Zugabe von Arachidonsaure in das Zellkulturmediuer By-2-behandelten, HCoV-
229E-infizierten Zellen zu einer Steigerung derugneplikation fuhrt. Dabei wurden
Konzentrationen von 10 bzw. 50 uM ArachidonsauréMedium verwendet (84).
Ubereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissenziedie die Zugabe von 20 uM Py-2
12 Std. p. i. den Virustiter um ca. 80 % (Abb. 18Bin ahnliches Absinken des Virustiters
wurde bei gleichzeitiger Zugabe von Py-2 und 10 AMchidonsdure beobachtet sowie
bei der Zugabe von 10 uM Arachidonsaure (in Abwhsérvon Py-2). Die gleichzeitige
Zugabe von 20 pM Py-2 und 50 pM Arachidonsaure t&ilnu einer noch stéarkeren
Verminderung des Virustiters um mehr als 90 %. regsanterweise zeigte auch die
Zugabe von 50 pM Arachidonsdure (ohne Zugabe vonuRD Py-2) eine starke
inhibitorische Wirkung.



Abbildung 19. Einfluss von Arachidonséure bei gleicheitiger cPLA2 -Inhibition auf die Replikation von HCoV-
229E. Huh-7-Zellen wurden nach zweistiindiger Inokulatioit HCoV-229E (MOI = 3) mit Py-2-haltigem und/oder
Arachidonsaure-haltigem Medium in den angegebenenz&ntration kultiviert. Als Kontrolle wurde Mediuwhne
Zugabe dieser beiden Substanzen verwendet. 1 Stdwurden die Virustiter im Zellkulturiiberstandttels Plaque-
Assay analysiert. Die ermittelten Virustiter werdemVergleich zur unbehandelten Kontrolle (in Progeangegeben.
Ergebnisse von 3 unabhéngigen Experimenten wurdedid statistische Auswertung einbezogen (* P<0;05;
P<0,005; *** P<0,0005).

Diese Daten zeigen, dass die beobachteten Replisaifekte in Py-2-behandelten
Zellen durch externe Zugabe von Arachidonsauretnkdmpensiert werden kdnnen.
Gesunkene intrazellulare Arachidonsdurespiegelzafgrale Ursache der beobachteten
Replikationsdefekte  konnten  deshalb  weitgehend emaddossen  werden.
Interessanterweise zeigten die Daten auch, dassd@rachidonsaure-Konzentrationen
(50 uM) auch ohne Zugabe von Py-2 die Virusrepidrathemmen konnen. Es bleibt
weiteren Studien vorbehalten, zu untersuchen, ezifigche Arachidonsaure-regulierte

Mechanismen die Virusreplikation und -freisetzuegativ beeinflussen konnten.

3.4.3 Lysophospholipide kolokalisieren mit viralen Replikations-
/Transkriptionskomplexen

Nachdem eine verédnderte Arachidonséure-Bereitagpllals mdgliche Ursache der
viralen Replikationsdefekte in Py-2-behandelten lefel als wenig wahrscheinlich
erschien, sollte ein weiteres, weniger promineftesiukt der cPLA2, namlich das in
der Membran verbleibende LPL, ndher untersucht ererd.PLs entstehen durch
Abspaltung der Arachidonsédure von einem Phospheglyzund haben bereits in
geringen Konzentrationen Membran-modulierende Egeaften (102). Um eine
Beteiligung von LPLs an der Bildung von DMVs zu emsuchen, wurde eine

Kolokalisationstudie mit einem kommerziell erhaltien, fluoreszenzmarkierten



Phosphocholin (PC-A2) und dsRNA durchgefiihrt, wobiei dsRNA als Marker fur
virale RTCs bzw. Virus-induzierte DMVs diente. P@-Aesitzt an der snl-Position eine
Fettsaure mit einem BODIPY 558/568-Farbstoff, weldurch eine dort eingefuhrte
Ether-Bindung nicht durch PLA1 abgespalten werdamk An der sn-2-Position befindet
sich zuséatzlich ein weiterer BODIPY FL-Farbstoff.uidh das FRET-Ph&anomen
(Abschnitt 2.7.2) werden die entsprechenden Flueressignale erst nach spezifischer
Spaltung des Lipides durch PLA2 aktiviert. 12 Stdch Zugabe von PC-A2 zu einer
Huh-7-Zellkultur konnte durch Fluoreszenzmikroskofiestatigt werden, dass das zu
diesem Zeitpunkt in die Plasmamembran integrie@eAR vollstandig durch die PLA2-
Aktivitat gespalten worden war (Daten nicht gezeifdas fluorogene PLA2-Substrat
erschien somit sehr gut geeignet fir die nachfalgan Kolokalisationsstudien in
infizierten Zellen.

Wie in Abb. 20 dargestellt, zeigten infizierte Zegllohne die Zugabe von PC-A2 kein
Signal far LPLs, wodurch eine mdogliche Autofluoresz bei den verwendeten
Wellenlangen ausgeschlossen werden konnte. In P8eAandelten, uninfizierten Zellen
befanden sich die fluoreszierenden LPLs lberwiegezgtoplasmatischen Vesikeln, die
ubiquitar im Zytoplasma verteilt waren. Das Bilddarne sich jedoch, wenn PC-A2-
behandelte Zellen mit HCoV-229E infiziert wurderm. fanden sich in Zellen, die 12 Std.
p. i. fixiert wurden, zahlreiche LPL-positive undRINA-positive Strukturen in den
perinuklearen Bereichen infizierter Zellen. Quatiite Kolokalisationsanalysen und
Berechnungen von Pearson-Korrelationskoeffizief@drschnitt 2.7.5) ergaben eine hohe
Kolokalisationsrate (ca. 65-85 %) der dsRNA-Sigmaie dem LPL-Signal (jedoch nicht
umgekehrt), da es gleichzeitig zahlreiche weitdP&Signale in der Zelle gab, die nicht
mit dem dsRNA-Signal kolokalisierten. Die Datendagden Schluss nahe, dass LPLs
integrale Bestandteile der Membranstrukturen sarmddenen die virale RNA-Synthese
stattfindet. LPL-Signale auf3erhalb der dsRNA-hahigtrukturen kénnten hingegen auf
andere LPL-enthaltende zellulare Membranen zurifckazan sein, wie beispielsweise

Endosomen.



Abbildung 2C. Kolokalisation viraler RTCs mit cPLA2 -generierten Lysophospholipider Huh-7Zellen wurde
auf Glasplattchen ausgesat und mit einem PC-A2/DOPBCLiposomengemisch bei 10°C fir 15 Min. inkubi
AnschlieRend wurde das Liposomengemisch entferdtdi@ Zellen mit HCoV-229E (MOI =)3nfiziert. 12 Std. p.
wurden die Zellen mit 2 % [v/v] PFA in PBS fixiauhd mit 0,1 % [w/v] Saponin permeabilisiert. Dienmnfarbun
zur Visualisierung der viralen RTCs erfolgte unterrWendung eines Maus-anti-dsRN¥atikdrpers, welcher m
einem Alexa-Fluor-633-konjugierten Ziege-anti-Mabskundar-Antikdrper (rotes Signal) nachgewiesendeubie
Kerne wurden mit DAPI angefarbt (blaues Signal). deersn-2-Position gespaltene LPLs erzeugen ein griines S
Kolokalisierende Signale (graueSignal) wurden zusatzlich separat im Kolokalisasi@nal angegeben. [
Kolokalisationsrate der dsRNpesitiven Strukturen mit LPLs ist in Prozent amaxah Bildrand dargestellt. Die vie
und sechste Bildreihe der jeweiligen Abbildung zeidgergroRerngen eines Ausschnitts (weilder Rahmen) au
dartiber liegenden Bildfolge. Die Abbildung zeigt négentative Ausschnitte von Bildern, die in zwei himéngige
Experimenten gemacht wurden.



3.4.4 Lysophospholipide werden im Laufe der Infektion vemehrt gebildet

Die bisher dargestellten Daten zur zeitabhangigetbeRler cPLA2- Aktivitat fur die
Coronavirus-Replikation und der Befund, dass eximrgegebene fluoreszenzmarkierte
LPLs mit viralen RTCs kolokalisieren (Abschnitt 3% unterstitzen ubereinstimmend
eine spezifische Rolle von LPLs in der Bildung spezher Membranstrukturen, die die
virale Replikation unterstitzen. Um weitere Untigétaing fir diese Hypothese zu
gewinnen und Hinweise zu erhalten, ob noch andeglklassen an der Coronavirus-
Replikation beteiligt sein konnten, wurden Lipiddmalysen durchgefuhrt. In einer
Kooperation mit PD Dr. Dominik Schwudke (Forschureggrum Borstel) wurden
vergleichende Lipidomanalysen von (i) HCoV-229H4idrten, (ii) uninfizierten, (iii)
Py-2-behandelten, infizierten und (iv) Py-2-behdigte uninfizierten Zellen
durchgefihrt. Als Kontrolle wurde neben den unbele#ten, uninfizierten Zellen auch
eine UV-inaktivierte (also replikationsdefiziente)CoV-229E-Praparation verwendet.
UV-inaktivierte Viren behalten ihre Fahigkeit zueZeptorbindung und werden in die
Zelle aufgenommen, kénnen jedoch ihre UV-geschadiRfNA nicht mehr replizieren.
Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob diegliollerweise auftretenden
Veranderungen im Lipidom infizierter Zellen durcie cRezeptorbindung und Aufnahme
des Virus oder durch spatere Replikationsschrittgeldst werden (73).

Abbildung 21 zeigt eine Zusammenfassung der Vingstzierten Veranderungen des
zellularen Lipidoms, wobei Veranderungen der wigstien Lipidklassen zellularer
Membranen im Vergleich zu unbehandelten, uninfieierZellen dargestellt sind. Fur
Zellen, die mit dem UV-inaktivierten Virus behandeiurden, zeigten sich 12 Std. nach
der Behandlung nur geringfiigige Anderungen (mak-fach) im Phosphatidylglyzerin-,
Phosphatidylserin-, Sphingomyelin- und Ceramid-dijgoofil im Vergleich zur Kontrolle.
Aufgrund ihrer Geringfiigkeit wird auf diese Andegam nicht weiter eingegangen.

In HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen zeigten sigl Std. p. i. ein deutlicher Anstieg
bei einigen Lipidklassen im Vergleich zu uninfizem Zellen. Der stérkste
infektionsbedingte Effekt konnte mit einer etwaStfachen Anreicherung der Ceramide
beobachtet werden. Phosphatidylglyzerine waren imrgMich zu unbehandelten,
uninfizierten Zellen um den Faktor 1,5 erh6ht. Désiteren waren Phosphatidylcholine
sowie die LPL-Klassen Lysophosphatidylcholin (LPQ@)sophosphatidylethanolamin
(LPE) und Lysophosphatidylinositol (LPI) jeweilsaet 1,2-fach erhoht.



Abbildung 21. Lipidomanalyse der Virus-bedingten Ve&nderungen im Wirtszelllipidom. Huh-7-Zellen wurden
mit HCoV-229E mit einer MOI von 3 infiziert oder miiner aquivalenten Virusmenge nach vorhergeheblér
Inaktivierung behandelt. Als Kontrolle dienten uigrerte Zellen. 12 Std. p. i. wurden die Zellerligiert, die Lipide
unter Verwendung der MTBE-Methode isoliert und maspektrometrisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher)
analysiert. Als interner Lipidstandard wurde SPLABpBidomix Mass Spec Standard (Avanti Polar Lipigdejwendet.
Die erhaltenen Daten wurden anhand der verwendatirahl normalisiert und die LipidverdnderungerRielation zur
unbehandelten, uninfizierten Kontrolle berechneC B Phosphatidylcholin, PA = Phosphatidsdure, PG =
Phosphatidylglyzerin, Pl = Phosphatidylinositol, REPhosphatidylethanolamin, PS = PhosphatidylsdtiC =
Lysophosphatidylcholin, LPE = Lysophosphatidylethlamin, LPI = Lysophophatidylinositol, SM = Sphinggelin,
Cer = Ceramid, n =8

Um eine detaillierte Aussagen uber die Verandemrgr LPLs zu treffen, wurden die 3
Lysophospholipidklassen LPE (Abb. 22A), LPI (Abb2B) und LPC (Abb. 22C)
gesondert betrachtet. Diese LPLs unterscheiden siokereinander durch ihre
namensgebende Kopfgruppe und ihre Fettsdure. Disdlbeen wiederum unterscheiden
sich hinsichtlich der Anzahl der Kohlenstoffatonkeei{tenlange) sowie, bei ungesattigten
Fettsauren, hinsichtlich der Anzahl und PositioreihDoppelbindungen. Die genaue
Position der Doppelbindung kann allerdings mit der verwendeten Analysemethode
nicht bestimmt werden. Im Einklang mit der [UPAC+Nenklatur von Lipiden wurden
Fettsduren wie folgt bezeichnet: Anzahl der Kohieffiastome:Anzahl der
Doppelbindungen (z.B. LPE[20:1]).

Der LPL-Gehalt in fmol pro Zelle ist in Abbildung2Zargestellt. Die Behandlung der
Zellen mit UV-inaktiviertem HCoV-229E zeigte keirsgnifikanten Unterschiede zur
unbehandelten und uninfizierten Kontrolle. Kontd&@zu und wie bereits aus Abbildung
21 ersichtlich, konnte eine signifikante Zunahme lier aufgefiihrten LPLs in HCoV-
229E-infizierten Zellen 12 Std. p. i. gegeniber elmndelten, uninfizierten Zellen

bestatigt werden. Es zeigten sich Virus-bedingtsgah@erungen in den LPL-Klassen LPE



(Abb. 22A), LPI (Abb. 22B) und LPC (Abb. 22C), wallzei letzterem nur LPC[14:0]

und LPC[16:0] hochreguliert waren. Die meisten heghlierten LPLs fanden sich in der
Klasse der LPEs. Eine detaillierte Auflistung alleipidverdnderungen wurde dem
Anhang dieser Arbeit beigefiigt.
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Abbildung 22. Veranderungen einzelner Lysophospholipge in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. Huh-7-
Zellen wurden mit HCoV-229E mit einer MOI von 3 imirt oder mit einer agivalenten Menge einer U\kihaerten
HCoV-229E-Praparation behandelt. Als Kontrolle denuninfizierte Huh-7-Zellen. 12 Std. p. i. wurdeie Zellen
pelletiert, die Lipide unter Verwendung der MTBE-Metle isoliert und massenspektroskopisch mittelsx@ctive
(Thermo Fisher) analysiert. Als interner Lipidstardiwurde SPLASH Lipidomix Mass Spec Standard (AvBolar
Lipids) verwendet. Die erhaltenen Daten wurdendi@fverwendete Zellzahl normalisiert und wurderMergleich mit
den Daten fur unbehandelte, uninfizierte Zellengaugertet (grauer Balken). Die statistische Ausweytarfolgte auf
der Grundlage von Daten, die aus 8 unabhangigererEwpnten gewonnen wurden. (* P<0,05; ** P<0,005;
***P<(0,0005). (A) LPE = LysophosphatidylethanolaminB)( LPI = Lysophosphatidylinositol; Q) LPC =
Lysophosphatidylcholin.



Die Ergebnisse der Lipidomanalyse weisen darauf kiass eine Infektion durch
replikationsfahiges HCoV-229E zu einer erhdhten tdnzentrationen in Huh-7-Zellen
fuhrt.

Des Weiteren wurden auch mdgliche Auswirkungen adrtA2 -Inhibitor-Behandlung
auf die LPL-Konzentration in infizierten und unimigrten Zellen analysiert. Abbildung
23 fasst die in diesen Experimenten erhaltenenrDatsammen. In einer uninfizierten,
unbehandelten Zelle befinden sich im DurchschnBt finol LPLs pro Zelle. Ahnliche
Werte wurden flr Zellen gemessen, die mit dem Udkiivierten HCoV-229E behandelt
worden waren. Wurden die Huh-7-Zellen jedoch fir 9td. mit dem Inhibitor Py-2
behandelt, zeigte sich eine signifikante RedukdenLPLs auf durchschnittlich 1,3 fmol
LPLs pro Zelle. Im Unterschied dazu resultierteeetiCoV-229E-Infektion (wie bereits
in Abb. 21 und 22 gezeigt) in einer erhohten LPLAge in der Zelle (3 2,3 fmol LPLs
pro Zelle). Bei infizierten Huh-7-Zellen, die glemeitig mit 20 uM Py-2 behandelt
wurden, zeigten sich keine signifikanten Untersgbie zum LPL-Gehalt von

unbehandelten, uninfizierten Kontrollzellen.
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Abbildung 23. Globale Veranderungen der Lysophosphgide in HCoV-229E-infizierten Zellen und Einfluss ces
cPLA2 -Inhibitors Py-2 auf diese Anderungen.Huh-7-Zellen wurden entweder uninfiziert belasseeramit einer
MOI von 3 infiziert oder mit einer aquivalenten Mgneiner UV-inaktivierten HCoV-229E-Praparation hedelt.
Nach zweistundiger Inokulation wurde das Virus-lalokn mit Medium ersetzt, das 20 pM des cPLARhibitors Py-
2 oder eine adaquate Menge an Losungsmittel entdi2l Std. p. i. wurden die Zellen pelletiert, digide unter
Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspeietrisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher) asiist.
Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomixass Spec Standard (Avanti Polar Lipids) verwenfat.
erhaltenen Messdaten wurden auf die eingesetztzahelnormalisiert und im Vergleich zu unbehandeltend
nichtinfizieren Zellen ausgewertet (hellgrauer BalkeDie statistische Auswertung erfolgte auf deur@iiage von
Daten, die aus acht unabhangigen Experimenten geemonurden (* P<0,05; ** P<0,005; ***P<0,0005).



Diese Daten bestétigen, dass die Hemmung der cP&&Hvitat mit Py-2 den zelluléaren
LPL-Gehalt reduziert. Die Daten zeigen aufRerderas @ane Infektion mit HCoV-229E
zu einem erhoéhten zellularen LPL-Gehalt fuhrt, fileden Zeitpunkt 12 Std. p. i. gezeigt
werden konnte. Dieser infektionsbedingte Anstiegzédiularen LPL-Konzentration kann
jedoch durch eine Hemmung der cPLAR&Ktivitat mit Py-2 unterbunden werden und auf
etwa dem gleichen Niveau gehalten werden, wie esufinfizierte Zellen gemessen
wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dasdPRlieProduktion in HCoV-229E-
infizierten Zellen erhoht ist und dass das EnzymhAZa an dieser Erh6hung einen
entscheidenden Anteil hat. Die negativen Auswirlamginer Verhinderung dieses LPL-
Anstiegs auf die Virusreplikation in Py-2-behandelZellen sind ein weiterer Beleg fir
die Bedeutung zusatzlich gebildeter LPLs fur dieV&eplikation. Die Daten
unterstitzen aul3erdem die bereits weiter oben figgrtel Hypothese, dass LPLs eine

Rolle bei der Bildung Coronavirus-induzierter R@seten.

3.5 Mdgliche Rolle des ER als Donor von Membranen flr ie

Bildung Coronavirus-induzierter replikativer Organe llen
cPLA2 transloziert nach seiner Aktivierung zu einer Yadil von zytoplasmatischen,
subzellularen Membranen, welche durch die Bildummg \LPLs in ihrer Form und
Funktion beeinflusst werden koénnten. Es ist aufferdeekannt, dass intrazellulare
Membranen als Quelle fur die Bildung Virus-indumerROs dienen. Als moglicher
Membrandonor fir coronavirale DMVs wurde in derekétur bereits das ER diskutiert
(132, 133), an welches cPLAZnach Kalzium-Bindung ebenfalls transloziert (92, 9
134). Fur HCoV-229E wurden jedoch bisher noch keipeziellen Untersuchungen zur
Rolle spezifischer intrazellularer Membranen an deO- und DMV-Bildung

durchgefuhrt.

Um eine mdgliche Beteiligung der Membranen untaeestifther zellularer Organellen an
der Bildung viraler DMVs zu untersuchen, wurden ¢allisationsstudien von den beiden
oben beschriebenen coronaviralen Markern fir RTER/E (dsSRNA und nsp8) mit
Markern fir (i) Lysosomen (Lysosom-assoziiertes Memprotein 1; LAMP1), (ii)
ERGIC (ER-Golgi-intermedidres Kompartiment-53, ERE&3), (iii) Golgi-Komplex
(receptor-binding cancer antigen expressed on Séls; RCAS1) und (iv) ER (ERp72)
durchgefuhrt.



Hierbei zeigte das Typ 1-Transmembranprotein LAMPRAelches bevorzugt in
lysosomalen Membranen sitzt und an der Fusion votoghagosomen und Lysosomen
beteiligt ist (135), eine Verteilung im Zytoplasndhe sich deutlich von der Verteilung
des dsRNA-Signals unterschied (Abb. 24A). Es gabnekeHinweise fur eine
Kolokalisation der beiden Molekiile.

Das Mannose-bindende Lektin ERGIC-53 zirkuliert saiien dem ER, ERGIC und dem
cis-Golgi-Komplex und fungiert dabei als Rezeptarden Transport von Glykoproteinen
(116). Es zeigte sich eine partielle Kolokalisatiam nsp8 und ERGIC-53 (Abb. 24B).
Der Grof3teil der ERGIC-positiven Vesikel in der ipakledren Region zeigte jedoch

keine Kolokalisation mit nsp8-positiven Struktuiébb. 24 B).



Abbildung 24. Kolokalisationsstudie von viralen RTCsmit Lysosomen und ERGIC. Huh-7-Zellen wurden auf
Deckglaschen ausgesat und mit HCoV-229E (MOI = Bziart. 12 Std. p. i. wurden die Zellen mit kaltévtethanol
fir 20 Min. bei -20°C fixiert. Die Immunmarkierungfelgte unter Verwendung der Organell-spezifiscienikorper
Kaninchen-anti-LAMP1 fiir Lysosomer\( griines Signal) und Maus-anti-ERGIC 53 fur das ER@@riines Signal)
sowie von Antikorpern fir den Nachweis viraler RT@4aus-anti-dsRNA-mAk; Kaninchen-anti-nsp8-spezifissh
Antiserum, rotes Signal in beiden Fallen). Der feszenzmikroskopische Nachweis erfolgte unter Vedueg
geeigneter Sekundarantikdrper: Alexa-Fluor-488-Ugigrtes F(abyFragment von Ziege-anti-Kaninchen-lgG und
Alexa-Fluor-594-konjugiertes  Ziege-anti-Maus-1gG. ieD zweite Bildreihe der jeweiligen Abbildung zeigen
VergréRerungen eines Ausschnitts (weil3er Rahmenjlaudariiber liegenden Bildfolge. = keine Kolokalisation =
Kolokalisation. Die Abbildung zeigt reprasentatikasschnitte von Bildern, die in zwei unabhangigemd&timenten
gemacht wurden.



Des Weiteren wurde die Beteiligung von Golgi-Menmana untersucht. Hierflr wurde als
Marker das Typ-3-Transmembranprotein RCAS1 verwendelches im Golgi-Komplex
an der Vesikulation, Sekretion und an Proteinglykesungen beteiligt ist (117, 136-
138). Wie aus Abb. 25A ersichtlich, konnte eine imgftigige Kolokalisierung
nachgewiesen werden (Abb. 25A). Des Weiteren wbedsbachtet, dass RCAS1-positive
und dsRNA-positive Strukturen in dhnlichen Bereitlies Zytoplasmas auftreten (Abb.
25A).

Zum Nachweis von ER-Membranen wurde das Protein7/2Rerwendet. ERp72, ein
Mitglied der Protein-Disulfid-lsomerasen (PDI)-Fdimi fungiert als Chaperon, welches
im ER die richtige Faltung vode-novetranslatierten und/oder glykosylierten Proteinen
kontrolliert (139). dsRNA-positive Strukturen lokaaérten in deutlicher Nahe zu ERp72.
Eine partielle Kolokalisation konnte ebenfalls lagigt werden (Abb. 25B).



Abbildung 25. Kolokalisationsstudie von viralen RTCsmit Golgi-Komplex und ER. Huh-7-Zellen wurden auf
Deckglaschen ausgeséat und mit HCoV-229E (MOI = 8ziart. 12 Std. p. i. wurden die Zellen mit kaltévtethanol

fur 20 Min. bei -20°C fixiert. Die Immunmarkierungfelgte unter Verwendung der folgenden Organellzdfsehen
Antikdrper: Kaninchen-anti-RSAS1 fir den Golgi-ApagfA, grines Signal) und Kaninchen-anti-ERp72 53 fir das
ER @B, ER) sowie als Sekundarantikdrper das Alexa-FI88-B(ab')-Fragment von Ziege-anti-Kaninchen-IgG. Zum
Nachweis der viralen RTCs (rot) wurde ein Maus-astRNA-mAK sowie ein Alexa-Fluor-593-konjugiertes gée
anti-Maus-1gG verwendet. Die zweite Bildreihe zelgerbei jeweils die VergroRerung eines Ausschn(itsiler
Rahmen) aus der dartber liegenden Bildfolges keine Kolokalisation = Kolokalisation. Die Abbildung zeigt
reprasentative Ausschnitte von Bildern, die in zweabhangigen Experimenten gemacht wurden.



Zur genaueren Analyse der KolokalisationsstudiedenrKolokalisationsraten anhand
der Pearson-Korrelation erstellt und graphisch elstadlt. Aus Abbildung 26 wird
ersichtlich, dass mit viralen DMV-Strukturen keirdgr verwendeten Marker mit mehr
als 50 % kolokalisiert. Die groRten Ubereinstimmemgon dsRNA-positiven Strukturen
mit Organellmarkern zeigten ER-Strukturen (ca. 20 K¥lokalisation). Zu 15 %
kolokalisierten dsRNA-positive Strukturen mit Geldembranen. ERGIC zeigte eine
etwa 12 %ige Kolokalisation, wobei lysosomale Meaman mit ca. 5 % die geringste
Korrelation aufwiesen.

Abbildung 26. Quantifizierung der Kolokalisationsrate von viralen RTCs mit den verwendeten
Organellmarkern. Es wurden jeweils mindestens 16 zufallig augewalbtersichtsbilder aus den in Abb. 24 und 25
dargestellten Kolokalsationsstudien aufgenommen wod Berechnung von Pearson-Korrelationskoeffigaant
verwendet. Die sich daraus ergebende Kolokalisstaie wurde hier als ein Prozentwert des Pearson-
Korrelationskoeffizienten dargestellt. Es wurdentddaaus zwei unabhangigen Experimenten fir dieselyda
verwendet

3.6 cPLA2 st kein generell erforderlicher Wirtsfaktor flir + RNA-

Viren

Neben HCoV-229E bilden auch viele andere +RNA-Viven sogar einige DNA-Viren
(z. B. das Vacciniavirus) zytoplasmatische ROs.cPaA2 fur die Reproduktion von
DENV und HCYV erforderlich ist (84) und, wie oberzgggt, auch fur die Replikation von
HCoV-229E bendtigt wird, wurde im Folgenden anaysiob cPLA2 vielleicht auch
fur andere Viren (genus- oder sogar familienlbefgmd) einen essentiellen Wirtsfaktor
darstellt.

Hierfir wurde die antivirale Wirkung der cPLA2nhibition durch Py-2 gegen sechs
ausgewahlte Viren in geeigneten Zelllinen analysi®or Beginn der Experimente
wurden die verwendeten Inhibitorkonzentrationendiér jeweils verwendete Zelllinie auf

Zytotoxizitdt Uberprift (Daten nicht gezeigt) undisahlieBend in nicht-toxischen



Konzentrationen eingesetzt. Ahnlich wie bei HCo\8E2 wurde auch bei MERS-CoV,
einem fur Menschen hochpathogenen Coronavirus (d), Replikation durch eine
CPLA2 -Inhibition in Huh-7- sowie Vero-Zellen blockierAlbb.27A). Dabei fiel auf,
dass selbst die geringste Konzentration von 5 pubhreane deutliche Virustiterreduktion
von etwa 1 Log-Stufe zeigte. Dies konnte daraufdéiten, dass es quantitative
Unterschiede in der Wirkung von Py-2 auf die Regiiitn von CoVs unterschiedlicher
Spezies oder Genera gibt.

Neben der Familie déZoronaviridaewurde weiterhin auch ein Vertreter der Familie der
Togaviridage das Semliki-Forest-Virus, untersucht. Die Reqlia von Semliki-Forest-
Virus konnte ebenfalls durch die Gabe von 20 undulPy-2 inhibiert werden (Abb.
27B).

Im Unterschied dazu hatte eine cPLARNhibition keinen Einfluss auf die Replikation
von Rhinoviren und Polioviren, welche zur Familier dPicornaviridae zahlen. (Abb.
27C/D).

Neben +RNA-Viren wurde auch das Vacciniavirus alsrtkéter der Familie der
Poxviridae in die Studie einbezogen. Dieses dsDNA-Virus m@it (Ahnlich wie die
+RNA-Viren) in speziellen, Virus-induzierten membésen Foci im Zytoplasma. Eine
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen -2Pykonnte jedoch die
Vacciniavirus-Replikation in infizierten Huh-7-Zeli nicht effizient inhibieren (Abb.
27E).

Als Negativkontrolle wurde Influenzavirus, ein —RNArus, welches im Nukleus der
Wirtszelle repliziert, getestet (Abb. 27F). Die Rkgtion konnte in diesem Fall auch mit
einer hoheren Konzentration von 40 uM nicht inhibweerden.



Abbildung 27. Einfluss von Py-2 auf die Replikationanderer Membran-modulierender Viren. Huh-7-Zellen (fur
MERS-CoV [A] und Vacciniavirus [E]), BHK-Zellen (fiir Semliki-Forest-VirusB), HeLa-Zellen (fir Rhinovirusg),
Vero-Zellen (fir Poliovirus D] und MERS-CoV A]) und A549-Zellen (fur Influenzavirusy) wurden mit dem
jeweiligen Virus bei einer MOI von 3 infiziert. Naczweistiindiger Inokulation wurde der Uberstand frigichem
Medium (ohne FKS) ersetzt, das die angegebenen dttrationen von Py-2 enthielt. 12 Std. p. i. wurdia
virushaltigen Uberstande gesammelt und die Vimstihit Hilfe von FFA oder Plaque-Assay bestimmtr Fiie
statistische Auswertung wurden Daten aus drei uradien Experimenten verwendet. Als Kontrolle ddent
unbehandelte, infizierte Zellen (grauer Balken) €0F5; ** P<0,005).

Durch die hier gezeigten antiviralen Testungen kemine generelle essentielle Funktion
der cPLAZ fir +RNA-Virus-Infektionen nicht bestatigt werdeBs zeigt sich jedoch,
dass cPLA2 nicht nur fir HCoV-229E, DENV und HCV, sondern huddr ein weiteres
Coronavirus (MERS-CoV) und das Togavirus Semlikidst-Virus von Bedeutung fur
die virale Replikation ist. Eine Hemmung der cPIlaARktivitat scheint jedoch keinen
Einfluss auf die Replikation von Rhinovirus, Polims, Vacciniavirus und Influenzavirus
zu haben. Dariiber hinaus konnte im Rahmen der TEbherging Infections* des
Deutschen Zentrums fir Infektionsforschung (DZlK)eeantivirale Wirkung von Py-2
gegen Ebolavirus und Gelbfieber-Virus ausgeschiosgrden (Nadine Biedenkopf und
Beate Kimmerer, nicht publizierte Daten).



3.6.1 Lysophospholipide zeigen eine sehr geringe Kolokaktion mit
Poliovirus-induzierten Replikations-/Transkriptionskomplexen
Vertreter der Picornaviridae induzieren ebenfalls DMV-Strukturen im Zytoplasma
infizierter Wirtszellen, welche in Form und GroReutliche Parallelen zu Coronavirus-
induzierten DMVs aufweisen (Tab. 2 und Abb. 5aiBchdem gezeigt wurde, dass Py-2
die Replikation von zwei Vertretern d@icornaviridae nicht beeintrachtigt (Abschnitt
3.6), wurde uberprift, ob artifizielle LPLs mit Rotirus-induzierten RTCs in Vero-
Zellen kolokalisieren. Dazu wurde das bereits irsé&nitt 3.4.3 beschriebene fluorogene
PC-A2-Reagenz sowie ein Antikorper gegen dsRNA eadet. Da dsRNA ein
genereller Marker fir virale RNA-Synthese darstedann dieser universell fur alle
+RNA-Viren verwendet werden (140).
Im Gegensatz zu den in Abb.20 gezeigten Kolokatieah von dsRNA-positiven
Strukturen mit LPLs in HCoV-229E-infizierten Zellemeigten poliovirale RTCs keine
sichtbare Kolokalisation mit LPLs. Dies unterstidz¢ aus den Py-2-Daten abgeleitete
Hypothese (Abb. 27), dass LPLs wahrscheinlich keaaetrale Rolle fir die Bildung

Virus-induzierter Membranstrukturen in Poliovirudizierten Zellen spielen.

Abbildung 28. Kolokalisationsstudie von Poliovirusinduzierten RTCs mit cPLA2 -generierten LPLs. Vero-
Zellen wurden auf Glasplattchen ausgesat und mineiPC-A2/DOPG/DOPC-Liposomengemisch bei 10°C fur 15
Min. inkubiert. Anschlieend wurde das Liposomengein entfernt und die Zellen mit Poliovirus (MOI35 infiziert.

12 Std. p. i. wurden die Zellen mit 2 % [v/v] PFA PBS fixiert und mit 0,1 % [w/v] Saponin permeadéit. Die
Immunfarbung zur Visualisierung der viralen RTCsolgte unter Verwendung des Maus-anti-dsRNA-Antikdspe
welcher mit einem Alexa-Fluor-633-konjugierten  Zegnti-Maus-Antikérper  fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen wurde. Zellkerne wurden mit DAP| azudpf



3.7  Spezifitat und mogliche Alternativen
Nachdem die Wirksamkeit des cPaZ-Inhibitors Py-2 gegen HCoV-229E-, MERS-

CoV- und Semliki-Forest-Virus-Infektionem vitro gezeigt worden war, sollte die
funktionell bedeutsame Rolle der cP42 durch zusatzliche Experimente weiter gesttitzt
werden. Hierbei sollte durch die Verwendung andeRtA2 -Inhibitoren sowie durch
die Blockade von Faktoren, die fur die Aktivierumgr cPLA2 erforderlich sind,
bestétigt werden, dass sowohl die direkte als aiehndirekte Hemmung der cPLA2

Aktivitat einen reproduzierbaren antiviralen Effekif die CoV-Replikation aufweist.

3.7.1 Synergistischer Effekt bei Blockierung von p38 undMEK

Die Aktivierung der enzymatischen Aktivitdt der o®2. erfordert eine spezifische
Phosphorylierung, die durch MAPK p38, ERK oder zmem geringeren Anteil durch
JNK erfolgt (Abschnitt 1.9 und Abb. 5). Erst nadhex Phosphorylierung des Ser505-
Restes erlangt cPLAR2die Fahigkeit, Phosphoglyzeride an de2-Position zu spalten.
Es wurde deswegen erwartet, dass die gleichzeffggamung von p38 und ERK die
cPLA2 -Aktivierung verhindert oder zumindest verringendudamit die Virusreplikation
hemmen konnte. Um das zu Uberprifen, wurden HukléZ mit HCoV-229E infiziert
und anschlieend mit den in Abb. 29 angegebenerzdéfdrationen von SB203580,
einem p38-Inhibitor, und/oder U0126, einem MEK-tor behandelt. MEK ist
Bestandteil der Raf/MEK/ERK-Kaskade und phospheryliausschliel3lich ERK1/2
(141).

Wie in Abb. 29 dargestellt, fluhrten die beiden bitiren zu einer
konzentrationsabhangigen Reduktion des HCoV-229kstiers. Sowohl die p38- als
auch die MEK-Inhibition zeigten einen antiviralenffakt auf die HCoV-229E-
Replikation. Bei Zugabe von 50 pM U0126 und SB2@B5%&m Zellkulturmedium
konnte die Virusreplikation nahezu vollstandig Ikiect werden. Durch eine kombinierte
Zugabe beider Inhibitoren wurde zudem ein syneasgiser Effekt auf den Virustiter
demonstriert.

Einschrankend muss jedoch gesagt werden, dass dieckKombination der beiden
Wirkstoffe eine erhohte Toxizitdt beobachtet wurf{i@aten nicht gezeigt). Eine
Einzelbehandlung von SB203580 fur 24 Std. zeigieekeytotoxischen Effekte bis zu
einer maximalen Konzentration von 100 uM, wohingedee CG fir U0126 bei etwa
80 uM lag. Eine simultane Applikation beider Wirbd$e ergab eine C§ von ca. 10 uM
U0126 und SB203580 (Daten nicht gezeigt).



Abbildung 29. Analyse der Effekte einer simultanen Awendung von MEK- und p38-Inhibitoren auf die HCoV-
229E-Replikation. Huh-7-Zellen wurden mit einer MOI von 0,5 pfu/Zelldiziert. Nach zweistiindiger Inokulation
wurde das Medium mit frischem FKS-freien Mediume¢zs das die angegebenen Konzentrationen von UME&-
Inhibitor) und/oder SB203580 (p38-Inhibitor) enthiAlle Ansatze enthielten die gleiche Menge arsiudgsmittel,
einschlieR3lich des Kontrollansatzes ohne InhibitGrusibersténde wurden 24 Std. p. i. gewonnendiadVirustiter
mittels Plaque-Assay bestimmt. Die erhaltenen Wenteden aus zwei unabhangig durchgefiihrten Expeitene
ermittelt und werden im Verhaltnis (in Prozent) zunbehandelten, infizierten Kontrollansatz angegebe

3.7.2 Einsatz eines weiteren PLA2-Inhibitors
Neben dem verwendeten Py-2 Inhibitor wurde ein aveit PLA2-Inhibitor, AACOCF3,
getestet.

3.7.2.1 AACOCF3 reduziert ebenfalls die Replikation von H®V-229E
AACOCEFS3 ist ein Trifluoromethyl-keton-Derivat der@chidonsdure und hemmt neben
cPLA2 auch die Fettsdureamid-Hydrolase (FAAH). ABb.zeigt die antivirale Wirkung
von AACOCF3 gegen HCoV-229E 12 Std. p. i. in HuHéllen. Die vorausgegangene
Bestimmung der C§ nach 12-stindiger Behandlung hatte einen Wert 45 uM
ergeben (Daten nicht gezeigt), so dass eine magidahzentration von 100 uM in
diesem Experiment eingesetzt wurde. Konzentrationen >25 pM AACOCF3
reduzierten den Virustiter signifikant (Abb. 30A)er Effekt von AACOCF3 auf die
virale N-Akkumulation war weniger deutlich ausgegiréAbb. 30B). Eine Konzentration
von 100 puM reduzierte die N-Protein-Menge auf ca.%4 des Kontrollansatzes ohne
Inhibitor (Abb. 30C).
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Abbildung 30. Antivirale Aktivitdt von AACOCF3, ein em Derivat der Arachidonséure, auf die HCoV-229E-
Replikation. Huh-7-Zellen wurden mit HCo\229E (MOI = 3) infiziert und nach zweistindiger Uldation mi
frischem FKS-freien Medium inkubiert, das die amgjsgnen Konzentrationen von AACOCF3 enthieR) Die
Virustiter in den zum Zeitpunkt 12 Std. p. i. gesaeliten Zellkulturibersténden wurden mittels Plagssa)
bestimmt. B) Effekte auf die intrazelluldre Akkumulation desP¥oteins (12 Std. p. i.) wurden mittels Westeriblo
Analyse unter Verwendung eines monoklonalen MatisMNukleokapsidproteilAntikdrpers analysiert. A
Ladekontrolle diente der Nachweis von Aktin mitezim Kaninchen-anti- Aktin-Serum. C) Statistische Auswertu
von 3 unabhéngigen Westernblot-Experimenten zuetdnthung der N-Proteidkkumulation in infizierten Zellel
Hierbei wurden die Pixelsummen der einzelnespézifischen Banden gegen die Pixelsumme der kamelégrende
Aktin-Bande normalisiert und anschlieRend in Relazon normalisérten Pixelsumme der unbehandelten, infizie

Positivkontrolle in Prozent berechnet. Die Werte ddizierten, unbehandelten Kontrolle sind als ugna Balkel
dargestellt. * P <0,05).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auchweterer cPLA2-Inhibitor,
AACOCEF3, die HCoV-229E-Replikation in nicht-toxisatn Konzentrationen hemmt.
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4. Diskussion

Der coronavirale Lebenszyklus ist in vielfaltigereise von wirtszellularen Strukturen,
Regulationsmechanismen und Stoffwechselwegen alhadig in einigen Fallen auch
von viralen Faktoren spezifisch modifiziert werd@nnen. So leistet zum Beispiel der
Lipidmetabolismus der Wirtszelle einen wesentlichBeitrag zur (i) Fusion der
Virushille mit zellularen Membranen, (i) Replikati sowie (i) Bildung und
Ausschleusung von Viruspartikeln (142, 143). Besvadervorzuheben sind in diesem
Zusammenhang die massiven Restrukturierungen vortsx®llmembranen bei der

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

4.1 Coronavirale Virussynthese ist abhéangig von cPLA2

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdogliche Brefeng der cPLAZ, eines
lipolytischen Enzyms des Lipidstoffwechsels, an @aronavirus-Infektion untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Produkiidektioser Coronaviren (HCoV-
229E, MERS-CoV) in infizierten Huh-7-Zellen durcheMvendung eines selektiven,
niedermolekularen Inhibitors der cPLA2ZPy-2) reduziert wird (Abschnitt 3.1, Abschnitt
3.6). Eine Inhibition der HCoV-229E-Replikation kde auch fur weitere Zelltypen
(BEAS-B2, MRC-5) beobachtet werden (Abschnitt 32Y)enso konnte die MERS-CoV-
Replikation in Vero- und Huh-7-Zellen konzentrasabhangig gehemmt werden
(Abschnitt 3.6). Dies bestatigt, dass die Py-2-veeatte Inhibition der coronaviralen
Replikation nicht auf einen spezifischen Zelltystierankt ist.

Auch eine pharmakologische Blockierung der MAPK pB&l ERK1/2, welche fir die
Phosphorylierung und Aktivierung von cPLA2verantwortlich sind, zeigte bei
kombinierter Anwendung einen inhibitorischen Effedtif den Virustiter (Abschnitt
3.7.1). Diese Ergebnisse unterstiutzen die Vermuytdiags MAPK p38 und MEK1/2
spezifische Funktionen in der HCoV-229E-Replikati@na. bei der Aktivierung der
cPLA2 -Aktivitat) besitzen.

Zudem erzielte auch der Wirkstoff AACOCF3, der db#s cPLA2 (jedoch auch einige
andere PLA2-Enzyme) inhibiert, eine antivirale Wink, wenngleich diese
verhaltnismaRig geringer ausgepragt war (AbschHift2). Eine mdogliche Erklarung
bieten die in biochemischen Analysen ermittelteg,-MVerte fir cPLAZ. Diese betrug
fur AACOCF3 ~20 uM, wohingegen Py-2 einens¢®@Vert von 1,8 nM aufwies (144,
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145). Zudem ist Py-2 ein hochselektiver InhibitmnvcPLA2 , wahrend AACOCF3
relativ unspezifisch die verschiedensten Enzymec8&A2- und iPLA2-Familien sowie
die Anandamid-Amidohydrolase (Fettsdureamid-Hydme)dlockieren kann (146, 147).
Versuche, die Bedeutung der cPLlaABurch siRNA-Ansétze zu validieren, waren nicht
erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Ahnlich erfolgéo Bemiihungen waren bereits zuvor
von Menzelet al (84) berichtet worden. Vermutlich ist der Aktiki@gszustand der
cPLA2a von groRRerer Bedeutung fur den proviralen Effelds dEnzyms als die
Gesamtmenge des in der Zelle verfiugbaren Enzymslafsi aulerdem eine relativ lange
Halbwertszeit vermutet wird (84). Um diese Problgknau umgehen, werden zurzeit am
Institut fur medizinische Virologie Giessen Versachinternommen, CRISPR/Cas9-

generierte cPLA2"-Huh-7-Zellen herzustellen.

4.2 cPLA2 ist an der Bildung von coronaviralen

Doppelmembranvesikeln beteiligt
Die Blockierung von cPLA2 durch Py-2 fihrte zu einer Reduktion des Virusdite
Ferner konnte in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellbeobachtet werden, dass durch
eine Py-2-vermittelte cPLA2Inhibition die virale RNA- und Proteinakkumulatisowie
die Bildung viraler RTCs unterbunden wurde (Abstieni3.3.1, 3.3.2 und 3.3.4).
Dahingegen wurde die Aufnahme der Viren (wahrend aieeistiindigen Inokulation)
durch die cPLA2-Blockierung nicht beeinflusst (Abschnitt 3.3.3)eyro3te Effekt auf
die Virusreplikation konnte fir eine frihe Phasa &eplikationszyklus (2-6 Std. p. i.)
gezeigt werden (Abschnitt 3.3.3). Die in dieser étrlbgewonnenen Daten legen den
Schluss nahe, dass in Py-2-behandelten Zellen itder®) der Virus-induzierten DMVs
im Zytoplasma der infizierten Wirtszellen blockierst (Abschnitt 3.3.5), welche
normalerweise 2-4 Std. p. i. stattfindet (123). @k in der DMV-Bildung zeigten sich
zum Beispiel darin, dass (in Anwesenheit von Pw2higer Zellen in einem mit hoher
MOI infizierten Zellrasen DMVs aufwiesen. Zum anelerkonnte demonstriert werden,
dass die DMVs nicht mehr in charakteristischen @ampvon 10-15 DMVs auftraten,
sondern vielmehr einzeln oder in kleinen Gruppen wax. 5 DMVs zu sehen waren.
Dies weist darauf hin, dass cPLA2die Bildung von DMVs beeinflusst und
maoglicherweise reguliert. Hierbei liegt eine mogkcRolle der Lipase bei verschiedenen
Membran-Umstrukturierungsprozessen nahe, welcheitbefriher in der Literatur
diskutiert wurden (102).
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So ist zum Beispiel eine Beteiligung der cPLA&n der Vesikelbildung und Tubulierung
des Golgi-Apparats in Saugetierzellen beschrieberden, wobei die cPLAZ2AKktivitat
an der Ausbildung interzisternaler Verbindungen @dgi-Komplexes mitwirkt und
damit fur den Intra-Golgi-Transport von besondeBsdeutung ist (148-150). Eine
Beteiligung von cPLA2 an der ERGIC-Tubulierung in HelLa-Zellen konntedggen
nicht bestatigt werden (151). In einer weiterend&wkonnte cPLA2 als Faktor fur die
Bildung von CD59-haltigen Endosomen in Hela-Zelletentifiziert werden. Eine
CPLA2 -Inhibition fihrte zu einer Hypertubulisierung dendosomen. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde cPLA2auch eine Rolle bei der Bildung friher Rab5-pusiti
Endosomen und Cholesterol-haltiger Vesikel zugésban (152).

Des Weiteren wurde die enzymatische Aktivitat vehA&2 mit lipidhaltigen Organellen
(engl.lipid droplets[LDs]) in Verbindung gebracht. Friihere Studiendralergeben, dass
eine durch niedermolekulare Enzyminhibitoren (AACRC
Methoxyarachidonylfluorphosphonat) vermittelte Blmrung der Aktivitat der cPLA2
zu einer verminderten Zahl von LDs in FBS-induzartCHO-Zellen fihrt. LDs (auch
Adiposome genannt) regulieren (i) die Speicherund Hydrolyse neutraler Lipide, (ii)
gelten als Reservoir fur Cholesterol und (iii) siad der Erhaltung und Bildung von
Membranen beteiligt (153). Im Einklang damit zeig€HO-Zellen, in denen cPLA2
Uberexprimiert wurde, eine erhdohte Anzahl von LMBe Reduktion der LDs bei
cPLA2 -Inhibition konnte bei der Verwendung von COX1/Ailtoren nicht
reproduziert werden. Dies weist darauf hin, dasachAidonsaure-Derivate nicht an der
LD-Bildung beteiligt sind (154). Die vorliegende it ergab dartber hinaus
fluoreszenzmikroskopische Hinweise, dass nicht inuCHO-Zellen, sondern auch in
Huh-7-Zellen die Anzahl von LDs nach einer Behandlmit dem cPLA2-Inhibitor Py-

2 deutlich gesenkt war (Daten nicht gezeigt). Héekonnte jedoch auch gezeigt werden,
dass LDs keine Rolle in der Biogenese von CoV-imglten ROs spielen (Daten nicht
gezeigt).

4.3  Arachidonsaure-Zugabe kann die Py-2-vermittelte Hermung

der Virusreplikation nicht wiederherstellen
Die membranmodulierende Aktivitat von cPLA2konnte fir die coronavirale
Replikation einen wichtigen Wirtsfaktor darstelle®LA2 qilt als Schlisselenzym flr

die Produktion von Arachidonsaure. Die freigeset&tachidonsaure konnte indirekt
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durch seine Signalmolekileigenschaften die Reosgéion von Membranen durch die
Stimulierung oder Blockierung relevanter Signals@duwktionswege beeinflussen.
Andererseits konnten aber auch die durch die cPLARIvitat gebildeten freien, partiell
ungesattigten Fettsduren direkt zu einer erhohtemManfluiditat fihren, die ebenfalls
das Krummungsverhalten von Membranen beeinfluséantk (126-128).

In dieser Arbeit kann jedoch weitgehend ausgesshlosverden, dass eine verminderte
Bildung von Arachidonsaure, resultierend aus der2Rermittelten Blockierung von
cPLA2 , einen Einfluss auf die coronavirale Replikatiorat.h So konnte die
Virusreplikation in HCoV-229E-infizierten, Py-2-bahdelten Huh-7-Zellen durch
gleichzeitige Zugabe von Arachidonséure nicht wiedef das urspringliche Niveau
(ohne Py-2) zuruckgefiihrt werden. Ganz im Gegeritditte die externe Zugabe von
Arachidonsaure eher zu einer zusatzlich reduzieviensreplikation (Abschnitt 3.4.2).
Die Mdglichkeit eines direkten membranmodulierendeinflusses der zugegebenen
Arachidonsaure auf die Virushille wahrend des lidslsvorgangs, welcher die
Infektiositat der Virionen initial reduzieren kdentwurde durch die zeitliche Trennung
von Infektion bzw. Inokulation und ArachidonsaureFBndlung ausgeschlossen. Die
Zugabe der Arachidonsaure erfolgte erst unmitteliiach der Virusadsorption. Eine
maogliche Erklarung fur die Titerreduktion nach Anatonséure-Zugabe kénnte in einer
(durch das Uberangebot an Arachidonsdure ausge)ostgmehrten Produktion von
Inflammationsmediatoren liegen (z. B. ProstaglaedjnLeukotrienen, Thromboxanen
etc.) (155), die wiederum zu einer Aktivierung damtiviralen Wirtsantwort fuhren
konnte. Ein Beispiel hierbei ist das Prostaglamimvelches effizient die Replikation von
Sendai-Virus und Vesikuldres Stomatitis-Virdslockiert (156-158). Zudem konnte
gezeigt werden, dass ein weiteres Prostaglandin @€l Replikation von Polioviren
inhibiert (159). Es bleibt zu untersuchen, ob dseBeostaglandin einen ahnlichen Effekt

auf die Coronavirus-Replikatian vitro besitzt.

4.4  Cyclooxygenase 1/2 und Lipoxygenase haben keinemBuss auf

die coronavirale Replikation
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die EnzymeX1Z®D sowie LOX, welche
Arachidonsaure zur Produktion der oben genanntigmimationsmediatoren verwenden,
keine wesentliche Rolle bei der Coronavirus-Repidka in Huh-7-Zellen spielen
(Abschnitt 3.4.1). Eine chemische Inhibiton von XIZ und LOX mit
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niedermolekularen Inhibitoren zeigte keinen Eirglusuf die virale Replikation. Es ist
daher wahrscheinlich, dass die durch COX1/2 und l€d¥eleiteten Synthesewege zur
Herstellung von Prostaglandinen, Thromboxanen, agidnen u.a. keine tragende Rolle
im coronaviralen Replikationszyklus in Zellkultupislen. Zusammenfassend kann also
festgehalten werden, dass weder die Bildung vorciidanséure, noch die aus diesem
Intermediat gebildeten Gewebshormone am coronavir&teplikationszyklus beteiligt
sind.

Neben der enzymatischen Aktivitat von cPLAZO6nnte auch die Insertion des
hydrophoben Bereiches der C2-Domane von cPLAgne Auswirkung auf die
Lipidzusammensetzung der betreffenden Membran BewirDies wiederum kdnnte zu
einer Krimmung und Invagination der Membran fuhrfeéme durch Insertion der C2-
Domane initiierte Krimmung der Membran wurde undéederem als Mechanismus
diskutiert, der bei der Phagosomenbildung in Makegen beteiligt sein kénnte (160,
161). Es kann daher nicht ausgeschlossen werdes,dileser Mechanismus auch an der
Bildung von DMVs beteiligt sein kénnte.

Neben den bereits angesprochenen Optionen ist alsebekannt, dass cPLAZurch
die Bildung von LPLs einen direkten membranmodelwien Einfluss hat (162, 163).
Um dies néher zu untersuchen, wurde eine Lipidoiga@avon infizierten Zellen

durchgefuhrt, welche im nachfolgenden Kapitel distiwird.

4.5 Infektionsbedingte Veranderungen des Lipidoms

Wie bereits ausgefihrt, nutzen Virusinfektionenlu#@ie Membranen in vielfaltiger
Weise und beeinflussen auch den LipidmetabolismarsZgtlle. So flihren bereits die
ersten Schritte im Lebenszyklus (Bindung und Aufmah der Virionen) zu
Veréanderungen der Lipidkomposition der Plasmamembi®3). Bei +RNA-Virus-
Infektionen kommt es anschlieend zu umfangreidhmstrukturierungen intrazellularer
Membranen, die zur Bildung von ROs fuhren. Auch die spatere ,Verpackung“ von
viralen Nukleokapsiden in Viruspartikel (z. B. darAusknospungen an Membranen des
Golgi-Komplexes oder der Plasmamembran) oder bedioRgereignissen zwischen
Membranen und virushaltigen (Transport-)Vesikelndsstrukturelle Anderungen von
Membranen erforderlich. Ein GroRteil dieser struglien Anderungen ist vermutlich mit
Anderungen in der Lipid- und Proteinzusammensetzdag beteiligten Membranen
verknupft (142, 143, 164). Die Grundstruktur eirlBiomembran besteht aus einer
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Vielzahl an unterschiedlichen amphipolaren

Lipiden, die zusammen eine

Lipiddoppelschicht bilden. lhre

Hauptbestandteile sind Phospholipide,

Cholesterol und Glykolipide,  wobei

Phospholipide den gréf3ten Anteil an Lipiden

in einer Membran darstellen. Aufgrund ihres

chemischen Grundgeristes kdonnen hier zwei

Gruppen unterschieden werden:

Phosphoglyzeride (z.B. Phosphatidylcholinappbiidung 31. Schematische Dastellung der

. . zwei Phospholipid-Gruppen. Phosphoglyzeric
und Sphingomyelin (Abb.31). Letzteres Karpesitzen zwei Fettsauren, welche am Gly:

. .verestert vorlieren. Die Bezeichnung
durch die Abspaltung des Phosphorylcholijeweiligen Phospholipides richtet sich hierbei r

durch Sphingomyelinasen in das Sphingolipg;inge};(éﬁfg;uﬁpeéine %@Q{Trgef’mdyé””umrbee?
Ceramid umgewandelt werden (165). Sﬁ’é‘iiiTi‘éiﬂgAm?n‘Ea|kiiﬁ’l, vsrgzlr?ggﬁlgt o

In dieser Arbeit wurden Verdnderungen des Lipidfsobei Coronavirus-Infektionen
untersucht, um mdgliche Hinweise fiir eine Beteiliguspezifischer Lipide an der
Bildung CoV-induzierter DMVs zu erhalten. Hierfir urde als Kontrolle UV-
inaktiviertes Coronavirus verwendet, welches an Ziglzelle bindet und endozytiert
wird, jedoch nicht mehr replizieren kann. Somit dem Lipidverdnderungen, die durch
die Bindung des Virus an die Zelle und die nacldalie endozytotische Aufnahme
ausgelost werden  (kénnten), abgegrenzt von Veranden, die von
replikationskompetenten Viren hervorgerufen werdsioh. 21 zeigt die Veranderungen
der einzelnen Lipidklassen wahrend einer HCoV-2B#Ektion von Huh-7-Zellen.
Auffallig war, dass eine Behandlung mit UV-inakeviem HCoV-229E nur zu
geringgradigen Anderungen im Lipidom der Zelle féhiDies lasst den Schluss zu, dass
die in anderen Experimenten beobachteten Veradnderuwder einzelnen Lipidklassen

Uberwiegend als Folge einer aktiven Virusreplika@mzusehen sind.

4.5.1 Phosphatidylcholin

Phosphatidylcholin ist das héaufigste Phospholipidiblogischen Membranen und tragt
ein Cholin-Molekul als Kopfgruppe (165). Fur Phoapttylcholin wurde ein etwa 1,2-
facher Anstieg in infizierten Zellen gemessen. Atind Ergebnisse sind auch fiir andere
+RNA-Viren berichtet worden. So sind beispielsweigastiege des zellularen
Phosphatidylcholin-Gehalts fur DENV-infizierte Matkzellen (C6/36) (73), Poliovirus-
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infizierte HelLa-Zellen (166, 167) sowie Brommosaiksg-infizierte Hefezellen
beschrieben worden (73, 168).

Zhang et al (168) beschrieben, dass Phosphatidylcholine immiBnosaik-Virus-
infizierten Hefezellen sowie Poliovirus-infiziertéteLa-Zellen und HCV-infizierte Huh-
7-Zellen am Ort der viralen Replikation akkumulienend mit Markern fir virale RTCs
kolokalisieren. Dies konnte jedoch nicht fir DENMizierte Huh-7-Zellen bestatigt
werden (168). Diese Daten unterstitzen einen Zusarthamng von Phosphatidylcholin
mit replikativen Organellen, und es liegt naheeeéinnliche Funktion fir die in CoV-
infizierten Zellen hochregulierten Phosphatidyléhelzu vermuten. Dies wird zusatzlich
durch eine genauere Untersuchung der verschiedenkachregulierten
Phosphatidylcholin-Spezies gestitzt (Anhang Abb, 86 der gezeigt werden konnte,
dass sich der Anstieg des zellularen Phosphatidifcicehalts insbesondere auf
Phosphatidylcholin-Varianten mit mehrfach ungegtdh Fettsauren konzentrierte.

Dieses Ergebnis wird im Abschnitt 4.7 weiter augpef

4.5.2 Phosphatidylglyzerin

Das Glycerophopholipid Phosphatidylglyzerin ist em relativ geringen Mengen
gebildetes Lipid, das etwa 1 % der Gesamtphospdalpnge umfasst.
Phosphatidylglyzerin wird bevorzugt im Gewebe deemwege gebildet, wo es bis zu 5-
17 % der Lipidmasse ausmacht. Phosphatidylglyzistirwesentlicher Bestandteil des
Surfactant der Lunge und tragt somit mal3geblich strnkturellen Stabilisierung der
Alveoli bei. Weiterhin spielt Phosphatidylglyzerimermutlich eine Rolle in der
angeborenen Immunabwehr (169). Des Weiteren skitibsphatidylglyzerin einen
Vorlaufer von Cardiolipin dar, welches ausschlief®lin Mitochondrien vorkommt und
essentiell fir die Aufrechterhaltung der Aktivitigr Atmungskette ist (170). Zudem sind
Phosphatidylglyzerin  und  Cardiolipin  wichtige Regolren verschiedenener
Signaltransduktionswege. Unter anderem ist Phogpglyyzerin auch ein potentieller
Aktivator der Proteinkinase-C-Familie (171, 172)ief® wenigen Beispiele fiur die
ausgesprochen vielfaltigen Funktionen dieser Lilaiske zeigen bereits, dass weitere
Studien erforderlich sind, um die mdglichen funketien Implikationen des gefundenen
1,5-fachen Phosphatidylglyzerin-Anstieges in demwesdeten Hepatomzelllinie Huh-7
fur die HCoV-229E-Replikation zu definieren.
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45.3 Ceramid

Der starkste infektionsbedingte Anstieg konntedié Gruppe der Ceramide beobachtet
werden. Hierbei zeigte sich ein ca. 1,7-facher wgster zellularen Konzentration von
Ceramiden zum Zeitpunkt 12 Std. p. i.. Interessam@mse zeigt sich ein vergleichbarer
Anstieg der Ceramide (ca. 2,2-fach) auch in einéndren Studie mit DENV-infizierten
C6/36-Zellen (73). Es bleibt zu untersuchen, olselieAnstieg Teil einer zellularen
Antwort auf die Virusinfektion ist und/oder aber chtig fiir eine effiziente
Virusreplikation ist. Ceramid moduliert als sekuretd Botenstoff Apoptose- und
Autophagieprozesse (173). Wahrend des programmieielltods akkumulieren
Ceramidmolekile in mitochondrialen Membranen unididm dabei Protein-permeable
Ceramid-Tunnel aus, die die Translokation proapwgutber Enzyme ins Zytoplasma
ermdglichen (174). Uberdies aktiviert Ceramid direie Endopeptidase Cathepsin D,
welche anschlieBend das proapoptotische ProteinspHtet. Ein dabei gebildetes BID-
Spaltprodukt tragt zur Aktivierung der Caspasem@® 8 bei, wodurch ebenfalls Apoptose
ausgelost wird (175, 176). Zahlreiche Studien bmteglass erhéhte Ceramid-Mengen in
den verschiedensten Zelltypen wahrend der mitoaielileh Phase der Apoptose
vorliegen (177-179). Da es sich bei Coronaviren lytische Viren handelt, fihrt eine
Infektion der Wirtszelle zwangslaufig zum Zelltoglelcher aktiv durch Virus-induzierte
Apoptose oder passiv durch Nekrose hervorgerufemd.wkEs ist somit nicht
auszuschliel3en, dass infektionsbedingte Veranderudgs zellularen Ceramid-Spiegels
in infizierten Wirtszellen Ergebnis einer induzesrtApoptose sind.

Zudem sind Ceramide an Autophagieprozessen beteiigramid unterbindet die
Aktivierung von Akt/PKB oberhalb von mTOR (180), hlees aktiv Autophagie-
Prozesse unterdriickt. Des Weiteren fiihrt eine déeste Ceramid-Homdostase zu ER-
Stress, welcher wiederum Autophagie begunstigt)(1Bihe Beteiligung von Autophagie
an der Virus-induzierten Bildung von DMVs ist inrdeiteratur kontrovers diskutiert
worden. Aufgrund der Ahnlichkeit von DMVs mit Autbagosomen wurde zunéchst eine
Kolokalisation des Autophagosom-Markers LC3 mit SARoV-induzierten replikativen
Strukturen in Vero-Zellen beschreiben (182). DieSagebnis konnte jedoch von anderen
nicht reproduziert werden (80). Ebenso konnte Bieieiligung des Autophagieproteins-5
in der SARS-CoV Replikation, welche zuvor postuliaurde (82), nicht reproduziert
werden (83, 183). Es wurde aul3erdem berichtet, dassnaviren in Autophagieprotein-
7-defizienten Zellen effizient replizieren kénnevphingegen in LC3-defizienten Zellen

keine Virusreplikation nachgewiesen werden konb@®.(Aufgrund der Verwendung von
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sehr verschiedenen Zelllinien, Viren und Markern diesen Studien ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt keine klare Aussage zureBathg von Autophagieprozessen
fur die Coronavirus-Replikation moglich. Vermutliskheint aber die Bildung von LC3-
positiven Vesikeln (EDEMosomen), welche an der EReaiierten Proteindegradation
(ERAD) beteiligt sind, eine Rolle in der DMV-Bildgnzu spielen (50, 184). Inwieweit
diese Prozesse jedoch eine Ceramid-Beteiligung ugsedzen, bedarf weiterer
Untersuchungen.

Zudem konnten Ceramide auch aktiv in Virus-modtdidvlembranprozesse eingreifen.
Ceramide sind kegelformig und beglnstigen negaMembrankrimmungen (185),
welche ebenfalls zu Bildung von DMVs und/oder EDEdmen bendtigt werden
konnten.Ein Unterstitzung fur diese Hypothese bietet einai8 mit West-Nil-Virus-
infizierten Zellen, in der gezeigt werden konntasslintrazellulares Ceramid relokalisiert,
um in  West-Nil-Virus-induzierte ROs eingebaut zu rden (186). Weitere
Untersuchungen zur moglichen Rolle von Ceramidimiektionen mit HCoV-229E und
anderen +RNA-Viren in Zellkulturmodellen werden zeit am Institut fir medizinische
Virologie in Gief3en und in Zusammenarbeit mit deonsEhungszentrum Borstel (PD Dr.
Dominik Schwudke) durchgefuhrt.

4.6  Rolle von Lysophospholipiden als Membranmodulatorenn
Coronavirus-infizierten Zellen
Interessanterweise konnte im Zuge der Lipidomaralgach eine Anreicherung von
LPLs in infizierten Zellen festgestellt werden. @ezll kommen LPLs nur in geringen
Mengen in biologischen Membranen vor und spielee &olle bei Membran-Membran-
Interaktionen sowie bei Membran-Umstrukturierung®&d7). Ein Beispiel hierflr ist die
cPLA2 -induzierte Spaltung von Phospholipiden, wodurchd Bebildet werden, welche
einen direkten Einfluss auf die Membranstrukturdrafi02).
Dieser Effekt kann durch dieBjlayer-CoupleHypothese* erklart werden (188). Sie
beschreibt, dass die Phospholipide der beiden Btemiceines Bilayers so miteinander
verbunden sind, dass Veranderungen in einer dedebelipidschichten, z. B. die
Insertion eines LPL-Molekils, eine strukturelle Aspung (Biegung) des gesamten
Bilayers bewirkt (189, 190). Die Spaltung von Phusglyzeriden durch cPLA2flhrt zu
einer Konversion von zylindrischen Phosphoglyzeridezu  kegelférmigen

Lysophospholipiden in einer Lipidschicht des Bileye Dies konnte eine
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Membrankrimmung induzieren, welche die Bildung vesikularen Strukturen auslésen
kdonnte (Abb. 32) (102, 163, 191, 192).

Abbildung 32 Schematische Modell der durch die Enzym cPLA2 und der Lysophosphatidat-Acyltransferase
(LPAT) hervorgerufenen Membranveranderungen. Die Hydrolyse von Phospholipiden kdnnte zu eirealen
Konzentration von LPLs, welche positive Membrankniumg begunstigen, fihren. Diese Membrankrimmungntedn
eine Tubulierung oder Vesikulierung initiieren. EiAcylierung durch LPAT revertiert diesen Vorgamgogifiziert
von Brownet al 2003(102)).

Fur diese Hypothese spricht, dass artifiziell hgegebenes Phosphatidylcholin nach
anschlielBender Spaltung durch cPLA2nd endozytotischer Aufnahme der gebildeten
LPLs mit den coronaviralen RTCs Kkolokalisieren. Wie Abb. 20 dargestellt,
kolokalisiert ein Grol3teil der dsRNA-Signale mitndgebildeten LPLs, wobei jedoch
nicht alle LPLs mit dsSRNA kolokalisieren. Dies deudarauf hin, dass auch andere
Zellkompartimente LPLs zur Bildung und Erhaltungsikelarer Strukturen bendtigen.
Das gilt beispielsweise flr intrazellulare LDs u@®59-haltige Endosomen (152, 193).
Letztere verandern durch eine cPLANhibition ihre Struktur von vesikular zu tubular
(152), was auf einen direkten Zusammenhang von LRbsl dem Grad der
Membrankrimmung hindeutet.

Einschrankend muss jedoch gesagt werden, dass dgrétifizielle Zugabe von PC-A2
die relativen Verhaltnisse verschiedener Lipidkégssn Lipidom verschoben wurden, so
dass dieses System nur einen weiteren Hinweist(jedoch Beweis) flr eine mdgliche
Beteiligung von LPLs an der Bildung von DMVs bietdeann. Um ein besseres
Verstandnis der Lipidkomposition wahrend einer @anorus-Infektion zu erhalten,
wurden die Lipidprofile infizierter und uninfizient Zellen einer detaillierten
vergleichenden Analyse unterzogen, wobei das Hagptamerk auf Veranderungen im
LPL-Gehalt lag.
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Als Kontrolle wurden uninfizierte, unbehandelte Hi#Zellen verwendet sowie Zellen,
die mit einem UV-inaktivierten HCoV-229E inkubievbrden waren. Wie in Abb. 22 und
23 ersichtlich, unterscheidet sich der LPE-, LRIPC- sowie Gesamt-LPL-Gehalt in
uninfizierten, unbehandelten Zellen nicht signifik&on den mit UV-inaktiviertem Virus
behandelten Zellen. Das lasst den Schluss zu, ga&eeplikative Interaktionen® des
Virus mit der Zelle keinen gravierenden Einflus$ die Gesamt-LPL-Menge haben oder
das dieser Einfluss zum Zeitpunkt 12 Std. p. ihhimehr nachgewiesen werden kann.
Die Daten zeigen aul3erdem, dass verschiedene L&is&h in HCoV-229E-infizierten
Zellen zum Zeitpunkt 12 Std. p. i. signifikant enh@orlagen (Abb. 22).

Um genauere Einblicke in die LPL-Veradnderungenziefier und Py-2-behandelter
Zellen zu erhalten, wurde die Gesamtheit der LPlndensucht (Abb. 23). Eine
zehnstundige Inhibitorbehandlung mit Py-2 redueieién LPL-Gehalt signifikant um ca.
30 %. Im Gegensatz dazu fihrte eine Infektion n@oM-229E zum Zeitpunkt 12 Std. p.
i. zu einem signifikanten (ca. 30 %igen) Anstiegiud’Ls in Huh-7-Zellen. Der Virus-
bedingte LPL-Anstieg konnte durch eine gleichzeitijemmung der cPLARAktivitat
mit Py-2 unterbunden werden, sodass sich die LPhgdein behandelten, infizierten
Zellen nicht signifikant von der unbehandelten, nfimierten Kontrolle unterschied.
Dieses Ergebnis kann als weiterer starker Hinwefsetne maogliche Beteiligung der
CPLA2 -induzierten LPLs an der HCoV-229E-Replikation uadsammen mit anderen
Daten, auch der DMV-Bildung gewertet werden. LPIGaken daher als ein wichtiger
(jedoch nicht alleiniger) Faktor angesehen werddar zur Morphogenese CoV-
induzierter DMVs beitragen konnte.

4.7 ER-Membranen als moglicher Membrandonor fiir coronavrale

Doppelmembranvesikel
Phospholipide in ER- und Golgi-Membranen werden nitht-neuronalen Zellen
praferenziell von cPLA2 gespalten (194-196). Die in dieser Arbeit gewormeDaten
legten daher nahe, dass die Lipaseaktivitat undddmait einhergehende Insertion von
LPLs an spezifischen Organellmembranen zur Formgmnon vesikuldren Strukturen
fuhren konnte. Um den Ursprung dieser Virus-indueie Membranvesikel zu
untersuchen, wurden Kolokalisationstudien mit Manké&ir coronavirale DMVs (nsp8
und dsRNA) und Markern fir verschiedene zellulargadellen (ERGIC-53, ERp72,
LAMP1, RCAS1) verwendet. Hierbei konnte die geriegKolokalisation mit LAMP1,
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einem Marker fir Lysosomen, festgestellt werden %c%). Wie bereits diskutiert, finden
sich in der Literatur widersprichliche Informationeur mdglichen Involvierung von
Lysosomen/Autophagosomen an der Bildung coronarimdlTCs (82, 83). Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischead#&n von HCoV-229E-infizierten
Zellen sprechen jedoch eindeutig gegen eine Bgtgi von lysosomalen LAMP1-

positiven Membranstrukturen an der Bildung Virudtimierter DMVs.

Eine distinkte Verteilung des LAMP1-Signals und i3p3 in SARS-CoV-infizierten
Vero-E6-Zellen (80), (ii) der papainahnlichen Peste in MHV-infizierten murinen
17CL-1-Zellen (197) (iii) sowie dsRNA in MERS-CoMfizierten Huh-7-Zellen (Daten
nicht gezeigt) unterstreichen zudem, dass bei ®erin unterschiedlicher Coronavirus-
Spezies lysosomale Membranen keinen erkennbarema@ezur Bildung von DMVs

leisten.

In HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen konnte einarfelle Kolokalisation des RTC-
Markers nsp8 mit ERGIC-53 (ca. 12,5 %) nachgewieserden. Im Gegensatz dazu
konnte fir SARS-CoV-infizierte Vero EG6-Zellen einellstandige Separation der
ERGIC-53- und nsp3-Signale beobachtet werden (8OMHV-infizierten DBT-Zellen
kolokaliserten ERGIC53-positive Strukturen hingegahdem Strukturprotein M, jedoch
auch in einem spaten Stadium des Replikationszykiiider viralen Helikase (nsp13),
was als Hinweis auf eine raumliche Kopplung vonalr RNA-Synthese und
Partikelmorphogenese gewertet wurde (198). In kedieser Studien wurde jedoch eine
Uberzeugende Kolokalisation von Komponenten dealenr RTC mit dem ERGIC zu
einem frihen oder mittleren Replikationszeitpunkisdhrieben. Die fir HCoV-229E
gewonnenen Daten befinden sich somit im EinklangStudien anderer Coronaviren und

sprechen gegen eine maf3gebliche Rolle des ERGIeatsrandonor fir DMVSs.

Zusatzlich wurde der Golgi-Marker RCAS1 verwend8ignale fir dsRNA-positive
Strukturen ergaben eine partielle Kolokalisatiomwa. 15 % mit RCAS1-positiven
Strukturen. Fir SARS-CoV-infizierte Vero E6-Zellate transient ein Golgi-Komplex-
assoziiertes eGFP exprimierten, konnte eine déetlicennung der Signale fur die virale
Helikase nspl3, die ebenfalls Teil des RTC ist, L|BGFP-Golgi“ beobachtet werden
(80). Widerspriichliche Daten wurden hingegen fur\Mpubliziert: Wahrend in 17CL-1-
Zellen keine Kolokalisation von MHV-Nichtstruktuggeinen und viraler RNA mit

Proteinendes Golgi-Apparats gefunden wurde, gab es in Hetle# Hinweise auf eine
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solche Kolokalisation mit dem Golgi-Apparat (19Wie bereits fur das ERGIC erlautert,
ist eine raumliche Nahe zwischen den Orten der svitmrphogenese und der aktiven
RNA-Synthese keineswegs abwegig und konnte in sechexdlichen Zelltypen
unterschiedlich stark ausgepragt sein. Hinweise €iidle solche rdumliche Nahe von
Virus-haltigen Vesikeln bzw. Virus-positiven Gol§irukturen mit Virus-induzierten
DMVs ergaben auch einige der in dieser Arbeit dgeftihrten
elektronenmikroskopischen Studien mit HCoV-229Ezieften Huh-7-Zellen (Anhang
Abb. 35), die in zukinftigen Experimenten bestatigd erweitert werden sollen.

Abschlie3end zeigten replikative Strukturen die stdrksten ausgepragte Kolokalisation
mit ER-Strukturen, welche mit dem Marker ERp72 wisiert wurden. Dies war in
ahnlicher Weise fir SARS-CoV-infizierte Vero-E6-&sl gezeigt worden (132). Hierbei
kolokalisierte virales nspl3 mit dem ER-Marker PBdwie mit einem heterolog
(transient) exprimierten ,pECFP-ER"-Signal sowohiS&d. als auch 9 Std. p. i.. Eine
zentrale Schlussfolgerung aus diesen Daten wars deish die SARS-CoV-
Replikationsmaschinerie in umstrukturierten Subkartimenten des ER befindet (132).
Diese Vermutung wurde auch durch tomographischdi&tues SARS-CoV-induzierten
retikovesikularen Netzwerks unterstitzt. Hierbenki® gezeigt werden, dass die dul3ere
Membran der DMVs mit Ribosomen dekoriert vorliegias auf eine Beteiligung des
rauen ERs hinweist (49). Ahnliche Beobachtungendemrauch fir EAV Arteriviridae)
gemacht (51). Fur MHV-infizierte murine 17CL-1-Zsil wurde eine partielle
Kolokalisierung von BrUTP-markierter RNA und einmgeiralen RTC-Proteinen mit ER-
Strukturen nachgewiesen (197). Fur daammacoronavirudBV, welches neben den
DMVs sogenannte Spherulen fir die Verankerung daten RTCs induziert, konnte in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Naishfiie eine direkte Verbindung
zwischen dem ER und den Virus-induzierten Spher@gracht werden, obwohl in
diesem Fall keine Kolokalisation von dsRNA mit ERsWern in der
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden kooiie (

Die in dieser Studie durchgefihrten elektronennskopischen Untersuchungen HCoV-
229E-infizierter Zellen ergaben keine Uberzeugenidenveise fur eine Verbindung von
DMVs mit Membranen des ER. Im Gegensatz zu den epedhnten SARS-CoV- und
EAV-induzierten retikularen Netzwerken konnten irCéV-229E-infizierten Huh-7-
Zellen keine Ribosomen auf der &uf3eren, dem Zytpggewandten Seite der DMVs
detektiert werden (Abb.16 und Anhang Abb.35). EbBbsfkonnten nur unschlissige
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Beobachtungen zur Verbindung von DMVs untereinaradgrGrundlage der 2D-TEM-
Bilder getroffen werden. Um genauere Aussagen merendglichen Verbindung von
HCoV-229E-DMVs untereinander sowie mit Membranes H® treffen zu kdnnen, wird
derzeit eine 3D-Tomographie-Studie der induziertddCoV-229E-DMVs in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Paul Walther (ZentralEinrichtung fur
Elektronenmikroskopie der Universitdt Ulm) durchget. Hierbei sollen auch die
erhaltenen Hinweise auf eine raumliche Nachbarsdeafviralen RNA-Synthese und der
Viruspartikelbildung validiert und konkretisiert veken.

Auf der Grundlage der durchgefuhrten Fluoreszenmskopie-Studien ist eine
endgultige Aussage zur Involvierung spezifischegaellmembranen an der Bildung
von ROs nur in begrenztem Umfang mdglich. Es sallieh bedacht werden, dass die
gefundenen fluoreszenzmikroskopischen Unterschi@de der Kolokalisation von
zellularen Organellen mit Komponenten der RTCs cleéexlener Corona- und anderer
Nidoviren (s. 0.) auch in der Verwendung verschiede(i) Zelllinien, (i) zellularer
Marker, (iii) viraler Nichtstruktur- und Strukturptein-spezifischer Antikorper und (iv)
Untersuchungszeitpunkte p. i. liegen konnten. Ad&er gilt es als wahrscheinlich, dass
Coronaviren (einschlieBlich HCoV-229E) nicht nur e dibereits vorhandenen
Organellmembranen fur die RO-Bildung nutzen, som@eich neu gebildete Membranen,
deren Produktion eine Neusynthese von Membraniipiedordert. Diese Hypothese
wird durch die beobachtete antivirale Wirkung varhibitoren der Neusynthese von
Fettsauren nachdriicklich unterstitzt (Angedinal., nicht publiziert).

Trotz der gefundenen Unterschiede im Detail, gbtjeddoch in den zitierten Studien
(einschlief3lich der vorliegenden Arbeit) ausreiahaibereinstimmende Hinweise, um
eine Involvierung von ER-Membranen bei der Bildumdoviraler Replikationskomplexe
postulieren zu kdnnen. Ein weiterer Hinweis fur Bieteiligung von ER-Membranen an
der HCoV-229E-Replikation ergab die Lipidomanalysie eine Anreichung von
zellularen Phosphatidylcholinen in infizierten Z&ellnachweisen konnte (Anhang Abb.
36). Hierbei konnte insbesondere gezeigt werdenss danehrfach ungesittigte
Phosphatidylcholine 12 Std. p. i. in infizierten HHé-Zellen hochreguliert vorlagen.
Mehrfach ungesattigte Phosphatidylcholine sind altem in ER-Membranen oder ER-
abgeleiteten Membranen anzutreffen (199). Ein &hali Anstieg von mehrfach
ungesattigten Phosphatidylcholinen konnte auch imere Lipidomanalyse DENV-
infizierter C6/36-Zellen beobachtet werden (73)erdei ist wichtig, zu erwahnen, dass

die DENV-induzierten replikativen Organellen vertiat ebenfalls aus ER-Membranen
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gebildet werden (200). Gesattigte Phosphatidyldeolsind daflr bekannt, planare
Membranen auszubilden, wohingegen ungesattigtepphatdylcholine Krimmungen in

der Membran induzieren, die zur Bildung von vesikeh ROs beitragen konnten (201).
Des Weiteren besitzen Membranen, die reich an @tiggten Phosphatidylcholinen sind,
eine hohere Fluiditat im Vergleich zu rigiden Meihenstrukturen, die typischerweise
mit Cholesterol und Sphingomyelin angereichert sjad2). Auch solch eine erhdhte
Membranfluiditat kdnnte eine unterstitzende Wirkumagpen auf die in Coronavirus-
infizierten Zellen stattfindenen Membran-Restruldtungsprozesse.

Zusammenfassend lasst sich folgendes Modell dedinjevelches die Rolle von cPLA2
bei der Bildung Virus-induzierter ROs beleuchtat.lhfektionsverlauf bindet cPLA2an
ER-Membranen, welche vermutlich der wichtigste Dorfdr die DMV-Bildung
bendtigten Membranen ist oder sich zumindest initialibarer Nachbarschaft zu den
initial gebildeten RTCs befindet. In den ER-Memlman spaltet cPLAZ2
membranstéandige Phospholipide und generiert dalegeliormige LPLs. Diese
akkumulieren in der dem Zytoplasma zugewandtencBthlier ER-Doppelmembran, was
wiederum zu einer Krummung und Invagination der Men fuhrt. Daraus resultierend
konnte sich dann das retikulovesikulare Netzwelttdn, welches aus zahlreichen DMVs
und den bei einigen Viren vorhandenen CMs bestkbtyermutlich untereinander, aber
auch mit dem ER, in Verbindung stehen. Dieses ngimiche Model ist in Abbildung 34
schematisch dargestellt.
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Abbildung 33. Schematische Darstellung der struktuellen Veranderungen, die als Folge der cPLA2
vermittelten LPL-Produktion zur Membrankrimmung und zur Vesikel- und DMV-Bildung fiihren. Die Spaltung
spezifischer Phospholipide in einer ER-Membran tfilur Bildung Kegel-formiger LPLs (in rot dargestglin einer
Membranschicht. Diese kénnten eine Krimmung inderiedie zu einer Invagination und Vesikulationrfiivelche
den Ausgangspunkt fiir die Bildung des retikoluvelgiken Netzwerks bilden konnte. Fir die Biogeneseraviraler
DMVs werden zwei Mechanismen vorgeschlagen, weltbevereinfacht dargestellt sind. Die eingezeitbnd.inien
reprasentieren jeweils eine Membran. Das Paarengleidhzeitige Krimmen von ER-Membranen kénnte inere
DMV-Bildung fuhren. Dieser Vorgang wird als ,Einwieka“ (engl. enwrapping bezeichnet. Ein alternativer
Mechanismus bezeichnet die ,Doppel-Knospung“ von-NEnbranen. Hierbei wird ein Einzelmembran-Vesikel
gebildet, der durch das ER Lumen beim Ausknosperesaieite, duliere Membran (in gelb dargestell@ilerdudem
koénnte auch die spezifische Anordnung von mehriangesattigten Phosphatidylcholinen (in dunkelgratgéstellt)
zur Kriimmung und nachfolgenden Vesikulation begragnach Browret al. 2003 (102) und van de Hoeven al.

(65)).
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Uberdies konnten aber auch noch weitere Lipide,. ztBehrfach ungesattigte
Phosphatidylcholine, Ceramide etc. und/oder zekNérale Proteine (z.B. nsp3,4,6)
einen Einfluss auf die DMV-Bildung haben. Um di¢sagestellung zu beantworten, ist
eine genaue Analyse des Lipidprofils der isolief#iVs zwingend erforderlich. Hierfur
wird zurzeit eine Methode entwickelt, die es erndgdn soll, Virus-induzierte DMVs
aus Zelllysaten zu isolieren und einer anschlieBendlipid-(und Protein-)analyse

zuzufuhren.

4.8 cPLA2 st kein generell erforderlicher Wirtsfaktor fir + RNA-

Virus-Infektionen

Wie bereits mehrfach ausgefuhrt, induzieren die steai +RNA-Viren komplexe
intrazellulare Membranstrukturen, an denen diel&iRNA-Replikation stattfindet. Aus
diesem Grund lag die Frage nahe, ob neben HCoV-229th andere RNA-Viren
cPLA2 zur Bildung ihrer ROs verwenden (Abschnitt 3.6)e Endgliche Abhangigkeit
von diesem Wirtsfaktor wird im folgenden Abschriit unterschiedliche Virusfamilien

diskutiert.

4.8.1 Flaviviridae

Der cPLAZa-Inhibitor Py-2 inhibiert die HCV- und DENV-Replikan, jedoch offenbar
auf unterschiedlichem Wege (84). Interessanterweegte auch hier eine COX1/2-
Inhibition keinen Einfluss auf die HCV-Replikatiohm Gegensatz zu den in Abschnitt
3.4.2 beschriebenen Ergebnissen wurde jedoch bgab&uvon Arachidonsaure [20:4],
trotz gleichzeitiger Py-2-Gabe, die HCV-Virusreplilon wiederherstellt (84). Eine
Zugabe von ungesattigten Fettsduren, die nichAdechidonsdure-typischen Verteilung
20:4 entsprachen, konnte die Virusreplikation nielgderherstellen. Dies deutet auf eine
gewisse Arachidonsaure-Abhéngigkeit der HCV-Repilthka hin. Eine &hnliche
Abhangigkeit konnte fir Coronaviren in der vorliagen Studie nicht bestatigt werden.
Weiterhin ist in der Literatur ein Anstieg des LBpiegels in HCV- und DENV-
infizierten Zellen beschrieben worden, &hnlichidetdieser Studie erhaltenen Befunde fur
eine HCoV-229E-Infektion (73, 203). Entgegen dem fHCoV-229E erhaltenen
Ergebnisse (Abschnitt 3.3.2.) zeigten Menetlal. (84), dass eine Py-2-vermittelte
cPLA2 -Inhibition keinen erkennbaren Einfluss auf die DENind HCV-RNA-Synthese
hatte. Dies schliel3t eine mal3gebliche Rolle delA@PLAktivitat an der Bildung DENV-
und HCV-induzierter ROs aus. Stattdessen wurdeigezgass Py-2 die Neusynthese
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viraler HCV-Partikel beeintrachtigte. HCV und verttith auch DENV benétigen LDs
fur die Morphogenese neuer Virionen (204, 205). Aresen LD-Membranen
akkumulieren virale Kapsidproteine, was vermutlaile Verpackung der viralen RNA
einleitet (205). Wie bereits angesprochen (AbsthhR), fihrt eine cPLA2Inhibition

zu einer Reduktion der LDs (154), wodurch offentier HCV-Enkapsidierung und der
Viruszusammenbau gestort wird.

Ein vergleichbarer antiviraler Effekt von Py-2 kearfir einen weiteren Vertreter der
Flaviviridae, das Gelbfiebervirus, nicht bestéatigt werden (Be#&timmerer, Bonn,
personliche Mitteilung). Einschrdnkend muss hiedofgh erwahnt werden, dass die
Wirkung von Py-2 lediglich in einem Replikon-Systemicht jedoch mit dem Virus
selbst, getestet wurde. Eventuelle inhibitoriscHeke auf die Viruspartikelbildung, wie
sie fur anderé&laviviridae gezeigt wurden (s. 0.), kdnnen in solch einemskssém nicht
erfasst werden.

Neben den bereits untersuchten Mitgliedern Ewiviridae wurden in dieser Arbeit
noch einige andere Viren in die Inhibitor-Studiebezogen. Dabei sollte die Frage
beantwortet werden, ob cPLAZn6glicherweise einen fur unterschiedliche Virusfan

erforderlichen Wirtsfaktor darstellt.

4.8.2 Coronaviridae

Neben HCoV-229E wurde ein weiteres Coronavirus, BERS-CoV, in die Studie
einbezogen. Durch seine hohe Pathogenitat ist MEBR®- von besonderem
medizinischen Interesse. Es gehort zur GattBatacoronavirus wahrend HCoV-229E
zur GattungAlphacoronavirusgehort. Des Weiteren repliziert MERS-CoV im Veigte
mit HCoV-229E deutlich effizienter in Huh-7-Zellda0® vs. 13 pfu/ml zum Zeitpunkt
12 Std. p. i.) und wéchst bei hoheren Temperat(@&AC vs. 33°C). Im Vergleich zu
HCoV-229E fuhrte die Zugabe von Py-2 bei gleichenkentration in MERS-CoV-
infizierten Huh-7-Zellen zu einer starkeren Titeluktion. Selbst bei einer Konzentration
von 5 uM Py-2 konnte noch eine signifikante Redwkiiles MERS-CoV-Titers bestétigt
werden. Ein moglicher Grund fur diese quantitathteuschiedliche antivirale Wirkung
von Py-2 konnte die effizientere Replikation von RE=CoV in Zellkultur sein, wodurch
das Virus eine hohere Abhangigkeit von der cPLAXtivitdt erlangen kodnnte.
Zusammenfassend erlauben diese Daten die Schigessfoh, dass cPLA2Inhibitoren

eine antivirale Wirkung gegen Coronaviren verscarea Gattungen besitzen.
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Um zu bestatigen, dass cPLAZUr die Replikation_aller Vertreter deMidovirales
bendtigt wird, bedarf es weiterer antiviraler Tegfen. Fir diese Studien kénnten
beispielsweise EAV Arteriviridae), Cavallyvirus Mesoniviridag¢ und White-bream

Virus (SubfamilieTorovirinag verwendet werden.

4.8.3 Togaviridae

Eine Py-2-vermittelte Hemmung der cPLa&2Aktivitat fuhrte auch zu einer verminderten
Replikation von Semliki-Forest-Virus, einem Vetretker Togaviridae in BHK-Zellen.
Bereits 1993 wurde von Pérez al. (206) beschrieben, dass Semliki-Forest-Virus-
infizierte HelLa-Zellen vermehrt Cholin und Arachid@ure produzieren, was auf eine
Aktivierung von PLC und PLA2 in infizierten Zellemuriickzufihren ist. Andere
konkrete Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung dét_s an der Bildung der ROs gibt
es bisher nicht. Es bleibt weiteren Analysen voditen, die exakte Rolle der cPLA2

Aktivitat in der Semliki-Forest-Virus-Replikatioruzdestimmen.

4.8.4 Picornaviridae

Die Picornaviridae sind eine weitere Famile von +RNA-Viren, die tyghie DMVs in
infizierten Zellen bilden. Weder fir das humane ri®lirus noch fir das Poliovirus
konnten in HelLa- bzw. Vero-Zellen antivirale Wirlgem von Py-2 nachgewiesen
werden. Es bleibt zu untersuchen, ob die fur Hekber beschriebenen hoheren
cPLA2 -Spiegel eventuell (noch) hohere Py-2-Konzentratioriir einen mdoglichen
antiviralen Effekt erfordert hatten (207). Da jedduereits die maximale nichttoxische
Konzentration fur diese Zellen verwendet wurdegspen die gewonnenen Daten gegen
eine wesentliche spezifische Rolle der cPLAR der Replikation von Entero- und
Rhinoviren. Anderungen im Lipidstoffwechsel von Rbwirus-infizierten Zellen sind
bisher kaum dokumentiert. Es konnte jedoch gezeigtden, dass die Lipidkinase
P14KIllb in ROs angereichert wird und an deren Bildung ibgtesein kdnnte. Zudem
gibt es Hinweise, dass Cholesterol einen Einflugk die Bildung von Rhinovirus-
induzierten ROs hat (72, 208). Fur Poliovirus soWENYV, Brommosaik-Virus und
Flockhouse-Virus konnte gezeigt werden, dass imlaudérder Infektion vermehrt
Phosphatidylcholine, die Hauptsubstrate der cPLA2rstellen, gebildet werden (73,
167, 168, 209). Ein gleichzeitiger Anstieg der LPével im Infektionsverlauf wurde
jedoch nicht beschrieben. Auch die in Abschnitt Blieschriebenen fluoreszenzbasierten

Kolokalisationsexperimente deuten auf Unterschiseldiglich der Bedeutung von LPLs
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fur die RO-Bildung in Poliovirus- bzw. HCoV-229Efinierten Zellen hin. In diesem
Zusammenhang ist auch die Beobachtung von Interedaes Poliovirus an ER-
Membranen COPII (englcoat protein complex Mabhéngige Transportvesikel zur
Bildung der ROs nutzt (210). COPII-Vesikel sind 88-nm-grof3e Transportvesikel die
dem sekretorischen anterograden Transport von iReoteLipiden und Signalmolekilen
dienen und am rauen ER gebildet werden (211). Di&echanismus konnte LPL-
unabhangig verlaufen. Zusatzliche Informationen rkén durch Lipidanalysen

gereinigter picornaviraler DMVs gewonnen werden.

4.8.5 Orthomyxoviridae Filoviridae und Poxviridae

Effekte von Py-2 auf die Virusreplikation wurdercimi nur bei +RNA-Viren, sondern
auch bei —RNA-Viren untersucht. Fur Ebolavirus, @m Zytoplasma replizierendes
—RNA-Virus, wurden in einer Kooperation mit Dr. Niael Biedenkopf (AG Prof. Becker,
Institut fur Virologie der Universitat Marburg) lihtionsexperimente unter BSL-4-
Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich kamtiviraler Effekt von Py-2 in
infizierten Huh-7-Zellen.

Auch fur Influenza-A-Virus, ein weiteres —-RNA-Virudas jedoch im Kern der Wirtszelle
repliziert, konnte in A459-Zellen kein antiviral&ffekt fir Py-2 nachgewiesen werden.
Da diese beiden Viren (im Gegensatz zu +RNA-Viremyht dafiir bekannt sind,
Membran-assoziierte ROs zu bilden, kénnen dieserDals weiteres starkes Argument
fur einen spezifischen (nichttoxischen) Effekt &gr2-vermittelten cPLAZ-Inhibition
als Ursache fur die Blockade der Coronavirus- umdavirus-Replikation angesehen
werden.

Der Effekt von Py-2 wurde abschlieend auch mitemindsDNA-Virus, dem
Vacciniavirus, getestet. Vacciniavirus repliziedeafalls im Zytoplasma der Zelle und
bildet dort auffallige Membranstrukturen, die aushmeren Schichten bestehen und vom
ER umschlossen sind (63). Auch bei diesem VirugtedPy-2 keinen antiviralen Effekt
in infizierten Huh-7-Zellen, was die besondere Rolller cPLA2-Aktivitat fur

ausgewahlte +RNA-Viren erneut unterstreicht.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass cPLkéln genereller Wirtsfaktor fir
Membran-reorganisierende Viren darstellt. Dies wewert nicht, da angesichts der
heterogenen Morphologie sowie des unterschiedliddesprungs der beteiligten RO-

Membranen die Existenz eines universellen esstartiaVirtsfaktors fir die Bildung
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dieser verschiedenen ROs nicht wahrscheinlich2is2), Tabelle 8 gibt einen Uberblick

Uber alle getesteten Viren sowie bereits publierebtaten.

Tabelle 8. Ubersicht (iber die getesteten Viren in Aingigkeit zum antiviralen Potenzial des InhibitorsPy-2

. - RO- Py-2-vermittelte
Virus Genom Familie Anmerkung
Humanezszgltz)ronawrus +RNA | Coronaviridae ja ‘ ja /
Middle East
respiratory syndrome | +RNA | Coronaviridae ja IE /
coronavirus
Semliki-Forest-Virus +RNA| Togaviridae ja | ja /
Rhinovirus +RNA | Picornaviridae ja | /
Poliovirus +RNA | Picornaviridae ja \ /
Vacciniavirus dsDNA Poxviridae ja | /
Influenzavirus ‘RNA Orthomyxo- ‘ /
A/GieRen/06/09 (HIN1) viridae
Ebolavirus -RNA Filoviridae ‘ N.' Bleden_kqpf,
nicht publiziert
Gelbfieber-Virus +RNA Flaviviridae ‘ B. Kumm_erer, nicht
publiziert
Hepatitis-C-Virus +RNA | Flaviviridae |
Dengue-Virus +RNA Flaviviridae \ (84)
Vesikulares Stomatitis- RNA | Rhabdoviridae ‘
Virus

4.9 cPLA2 - Potentielles Ziel einer antiviralen Therapie?

In der Medikamentenentwicklung wird cPLA2ls ein potentielles Ziel zur Behandlung
entzundlicher Erkrankungen wie z. B. Asthma untelnsuEs befinden sich aktuell nur
wenige CcPLA2-Inhibitoren in klinischen Studien, obwohl intensan mdglichen
Kandidaten fur eine cPLA2Hemmung geforscht wurde. Dies liegt nicht zuletatden
pharmakokinetischen Eigenschaften der verfugbargmbitoren, welche eine hohe
Lipophilie voraussetzen. Dies wiederum reduzieet lddslichkeit in Wasser, was in einer

niedrigen enteralen Absorption bei oraler Appligatresultiert (213).

Ein moglicher Kandidat stellt der cPLA2-InhibitoiPE-5212372 der Firma Ziarco dar.
Dieser Inhibitor befindet sich gegenwaértig in ddinikchen Phase-I/ll-Testung. ZPL-
5212372 zeigte eine gute Wirksamkeit in Klein- ubib3tiermodellen in entzindlichen
Atemwegs- und Hauterkrankungen und wird zurzeig@sunden Freiwilligen untersucht,
welche die Substanz inhalieren. In RiuckspracheZiaitco kénnte dieser Inhibitor auf
sein antivirales Potential gegen CoV, vor allemstdntlich MERS-CoV, in primaren
Zellen untersucht werden. Somit konnte die in diggbeit erarbeiteten Daten vielleicht
auch neue, konkrete Therapieoptionen fir MERS-QdWierte Patienten erdffnen.
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5. Ausblick

Die in dieser Dissertation gewonnenen Daten undetrtnisse bieten eine Reihe
interessanter Ansatzpunkte fur die weitere Charekeeung von Coronavirus-induzierten
DMVs sowie anderen +RNA-Virus-induzierten ROSs.

Eine nahere Analyse des Lipidprofils von DMVs und nweifelsfreie Identifizierung der
an der DMV/RO-Bildung beteiligten zellularen undralen Faktoren koénnte weitere
interessante Zielmolekile fur zuklnftige antivirdlberapiestrategien zutage fordern.
Angesichts der unterschiedlichen Mechanismen, dian nbereits jetzt fir die
verschiedenenen +RNA-Virus-ROs gefunden hat, emsthees zunehmend
unwahrscheinlich, einen universell konservierterrt§¥féaktor finden zu konnen, der fir
mehrere Virusfamilien in gleicher Weise essentistl Hingegen erscheint es eher
realistisch, konservierte Enzyme, deren Aktivitaténdie Vertreter einer ganzen Virus-
Gattung oder -Familie essentiell sind, zu finded omt niedermolekularen Substanzen zu
blockieren. Mdoglicherweise koénnten solche Substanagann auch zu Klinisch
einsetzbaren antiviralen Therapeutika weiterentalickerden.

Fur die weitere Charakterisierung der an der Bitduimaler ROs beteiligten Lipide und
Enzyme des Lipidmetabolismus bieten sich mehreralysemethoden an: Zum einen
wirde eine umfassende Lipidanalyse isolierter DM¥kEonen, die zuvor Uber einen
Sucrosegradienten und unter Verwendung spezifiséimgikorper (z. B. gegen nsp3)
aufgereinigt wurden, eine genauere Charakterisgedar beteiligten Lipidkomponenten
ermoglichen. Daruber hinaus kdnnten auch anderakfmfen, insbesondere virale und
zellulare Proteine, welche durch die Isolierung BD&dVs angereichert wirden, durch
massenspektrometrische Analysen identifiziert werde

Schlief3lich konnten auch Moglichkeiten einer cPLASbezifischen antiviralen Therapie
zielgerichtet weiterverfolgt werden. Dies solltendgedoch in geeigneten Kooperationen
mit Partnern aus der pharmazeutischen Industriglgenfi, die bereits klinische Studien
mit cPLAZ2 -Inhibitoren durchgefthrt haben.
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7. Abklrzungsverzeichnis

+RNA
BHK
BSA
Co

ca.
CGCso

CoV
COPII
CM
COX1/2
CPE
cPLA2

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

g
HAC

plus-strand (= positive-sense) RNA
Baby-Hamster-Nieren-Zellen (engaby hamster kidney cells)
Bovines Serum-Albumin
Celsius
zirka
Zytotoxische Konzentration 50 % (engjtotoxic_concentration
50 %)
Coronavirus
Mantel-Protein-Komplex Il (engtoat protein complex II)
konvolute Membranen (englonvoluted membrangs
Cyclooxygenasen 1/2
zytopathischer Effekt (englytopathic effegt
zytosolische Phospholipase Agengl.cytosolic phospholipase
A2)
Denguevirus
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid
Doppelmembranvesikel (englouble membrane vesigle
Desoxyribonukleinsaure (engleoxyribonucleic acid
Dipeptidylpeptidase 4
doppelstrangige DNA
doppelstrangige RNA
Equines Arteritis-Virus (engquine_arteritis virus)
Effektive Konzentration 50 % (engffective_concentratiob0 %)
_endoplasmatisches Retikulum
engl ER-Golgi-intermediate compartment
englER-Golgi-intermediate compartment 53
Fettsauresynthetase (efagty acid_synthase)
Fotales Kalberserum
_Forster/Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfe
Gramm

Essigsaure



HCoV-229E
HCV
HRP
IZVs
IBV
iPLA2
LAMP
LC3
LOX
LD
LPC
LPE
LPI
LPL
MERS-CoV
MHV
ml

mM
MOI

N
MAPK

MeOH
MDCKII
Min

nm

nM
MRNA
nsp
NTR
ORF
PBS

%' (
*(
_humanes Coronavirus 229E
Hepatitis-C-Virus
Meerrettichperoxidase (enlgbrseradish peroxidase)
Intrazellulare Virionen
Infektioses-Bronchitis-Virus (engdinfectious 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-syndronf@oronavirus
Mouse_hepatitis virus
milliliter
millimolar
engl.multiplicity of infection
Nukleokapsid
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (enghitogen-activated protein
kinasg
Methanol
Madin Derby Canine Kidney cells
Minuten
‘Nanometer
nhanomolar
messengeRNA
_Nichtstrukturprotein
nichttranslatierte Region
Offener Leserahmen (engpen_reading frame
Phosphatgepufferte Kochsalzl6ésung (gatgdsphate buffered

saline



%’ (
) (

PC-A2

PDI

pfu

p. i.

Pl

PIP
PI4P
PIP4KIII
PLA1
PLA2
PLB
PLC
PLD
PM
ppla
pplab
P/S
RCAS1
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-Phosphoadhl
Proteindisulfidisomerase

plague-forming units

lat._post infectionem, englost infection
Phosphatidylinositol

_Phosphatidylinositolphosphat
_Phosphatidylinositol-4-phosphat
Phosphatidylinositol-4-kinasen IlI

Phospholipase Al

Phospholipase A2

Phospholipase B

Phospholipase C

Phospholipase D

Plasmamembran

_Polyprotein 1a

_Polyprotein 1lab

_Penicillin/Streptomycin

englreceptor-binding cancer antigen expressed on S¢ie ¢
Ribonukleinséure (englibonucleic acid
Replikations-/Transkriptionskomplex (engl.
replication/transcription complex
Replikatives Organell (engeplicative_organellg
Severe-acute-respiratory-syndror@eronavirus
sezernierte Phospholipase 2A
_transkriptionsregulierende Sequenz

Unit

_unter anderem

zum Beispiel






8. Anhang

Abbildung 34. Immunfluoreszenzanalyse der zeitabh&yigen Bildung viraler RTCs in HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zellen. Huh-7-Zellen
wurden auf Deckglaschen ausgesat und mit HCoV-ZR88! = 3) infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkpen. wurden die Zellen mir Methanol
fixiert und die RTCs mit Maus-anti-dsRNA-Antikorpgrotes Signal) nachgewiesen. Zellkerne wurden BWPI angefarbt (blau). Als
Negativkontrolle dienten uninfizierte Zellen. Did zeigt representative Aufnahmen von zwei unapigésurchgefihrten Experimenten.



Abbildung 35. Elektronenmikroskopische Aufnahme eine HCoV-229E-infizierten Huh-7-Zelle zum Zeitpunkt
12 Std. p. i. Huh-7-Zellen wurden auf ACLAR-Folie ausgesat umitl HCoV-229E (MOI = 3) infiziert. Die Zellen
wurden 12 Std. p. i. mit 3 % [v/v] Glutaraldehydidirt und weiter aufgearbeitet wie im Material-ukigthoden-Teil
beschrieben. Die elektronenmikroskopische Untensogherfolgte am TransmissionselektronenmikroskopssZe
EM912AB bei 200 kV. Im Zytoplasma der Zelle sind DBI{*) sowie virushaltige Vesikel (weiRer Pfeil) idumlicher

Nahe zum Golgi-Apparat (weiBes Oval) zu sehen. hmeten des Golgi-Komplexes befinden sich ebenfalls
Viruspartikel (schwarzer Kreis).



Abbildung 36. Lipid-Analyse der mehrfach ungesattigen Phosphatidylcholine (PC) in HCoV-229E-infizierta
Zellen. Huh-7-Zellen wurden entweder uninfiziert belasseteromit einer MOI von 3 infiziert oder mit einer
equivalenten Virusmenge nach UV-Inaktivierung inleub 12 Std. p. i. wurden die Zellen pelletierie dipide unter
Verwendung der MTBE-Methode isoliert und massenspskopisch mittels Q Exactive (Thermo Fisher) wsueht.
Als interner Lipidstandard wurde SPLASH Lipidomixaks Spec Standard (Avanti Polar Lipids) verwenbés.
erhaltenen Daten wurden auf die verwendeten Zdépatormalisiert und ins Verhaltnis zu den Daten uainfizierten
Kontrollzellen gesetzt.



Tabelle 9. Ubersicht der erhaltenen Lipidwerte Die angegebenen Mittelwerte (MW) reprasentierenakem in fmol
pro Zelle. Neben der Spalte der Mittelwerte befirgleh die Standardabweichung (STABW). Diese Weittel aus 8
biologisch unabhangigen Proben errechnet wordegrin hervorgehoben sind signifikante Veranderun@e0,05).
STABW = Standardabweichung; MW= Mittelwert

Mock UV;;SEV_ Py-2 Infiziert Infmer; *Py-
Lipid MW STNAB MW | STABW | MW sws MW sws MW STNAB
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




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| 0,020f 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 0,439] 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 0,478 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




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 0,141f 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




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 0,912] 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| 0,461 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-0O [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-0O [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-0O [34:2] 0,008 0,002 0,008] 0,004| 0,006, 0,003 0,008 0,003 0,008 0,003
PC-O [34:1] 0,020 0,005 0,016] 0,005] 0,015 0,003 0,022| 0,008| 0,017 0,006




PC-0O [36:5] 0,002 0,001 0,003 0,000] 0,002 0,001 0,002 0,001 0,004| 0,001
PC-O [36:4] 0,005/ 0,001] 0,004/ 0,001] 0,003| 0,001 0,005/ 0,002| 0,004/ 0,001
PC-0O [36:3] 0,004| 0,001 0,003 0,001} 0,003 0,001 0,004 0,001 0,003] 0,001
PC-0O [38:5] 0,004| 0,001 0,004/ 0,001} 0,003 0,001 0,003 0,002 0,003] 0,001
PC-0 [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




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 0,001f 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 0,001f 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] 0,010f 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




Pl [32:2] 0,016| 0,002 0,011 0,006| 0,003 0,002 0,014, 0,006{ 0,005 0,005
Pl [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
Pl [34:2] 0,132| 0,017 0,100 0,038 0,051 0,013| 0,137, 0,039 0,065 0,036
Pl [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
Pl [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
Pl [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 0,010f 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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Sowie den vielen, vielen anderen Menschen, dieagh Tagungen und Workshops
kennen lernen durfte und die zur Erweiterung meingssenschaftlichen Horizonts

beigetragen haben.

Ein besonderer Dank gilt auch den Labormitglied#sn Med. Virologie:Rama, Karin,

Ulli, Alex, Ahmed, Irina, Heiko und nattrlichNadja. Ohne letztere wére die Zeit um
einiges unlustiger verlaufen. Neben deiner hengamaen und langjahrigen Expertise in
Sachen CoV und im generellen Laboralltag schatzeaicch sehr deine Art und deinen

»Mir nicht ganz unahnlichen* Humor.

Herzlichen Dank auch an die vielen lieben Mensdheneiner Heimat und in der Ferne,
die mich schon (sehr) lange begleiten. VornewegnendiebeCo, aber auchSylvana
Nicole und all die anderefGreibstoaner Weibsleut (+ Manner) und ,Bies’ Kich'-
Bewohner'... WEs ohne euch waren nicht dasselbe... und natirG@aro (mein
herzallerliebstes Nordlicht, welches der europd@scNirologiegemeinschaft auf dem
Congress-Dinner des EVC 2016 die Vorteile der FHimhnpaste erlautert
hat....phanomenal!). Ein Kisschen auch an meine laetseMelissa (Danke auch fur
das viele Pferd-Sitten und Mist-Dienst-UbernehmBfji , Angi undSebastian!!

Nicht zuletzt méchte ich auch meinen Eltegibylle und C.-P., sowie meinem lieben
Opa Horst danken, die mich immer in allen Lebenslagen utiiezen und immerzu auf
mein Hundekind acht gegeben haben, wenn es makwiadger gedauert hat. Danke fur

all die Jahre Verstandnis, Beistand und Unterstigzu
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10. Eidesstattliche Versicherung

Hiermit versichere ich, die vorgelegte Thesis dstdndig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt zu habele ich in der Thesis angegeben habe.
Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemald aest¥fentlichten Schriften entnommen
sind, und alle Angaben die auf mundlichen Auskiimfieruhen, sind als solche kenntlich
gemacht. Bei den von mir durchgefuhrten und in Tegsis erwdhnten Untersuchungen
habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlichexi®r wie sie in der ,Satzung der
JustusLiebig-Universitat zur Sicherung guter wissaftlicher Praxis' niedergelegt sind,
eingehalten. Gemall 8 25 Abs. 6 der AllgemeineniBesingen fur modularisierte

Studiengange dulde ich eine Uberpriifung der Thagiels Anti-Plagiatssoftware

Datum, Ort Christin Muller



