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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Typ-l-Interferone

Als Alick Isaacs und Jean Lindenmann 1957 am Influenzavirus forschten, stellten sie fest,
dass die Uberstande von Zellen, die mit Hitze-inaktiviertem Influenzavirus inkubiert
wurden, auf anderen Zellen die Replikation des Influenzavirus stark inhibieren konnten.
Sie schlossen daraus, dass die Zellen nach Kontakt mit dem Virus eine Substanz
sekretieren, die vor einer Virusinfektion schitzt. Aufgrund ihrer Eigenschaft die virale
Replikation zu stdren (engl. to interfere), wurde diese Substanz Interferon (IFN) genannt
[96, 231]. Uber 60 Jahre spater hat die Erforschung der IFN das Wissen uber ihre
Struktur, Funktion und Wirkungsweise erheblich erweitert. Mittlerweile ist bekannt, dass
es nicht nur ein IFN gibt, sondern zahlreiche verschiedene Proteine, die zu dieser
Zytokinfamilie des angeborenen Immunsystems gehdren. Man unterscheidet u.a.
basierend auf der Rezeptorinteraktion, der chromosomalen Lokalisation und der Struktur
im Menschen zwischen Typ-I- (a, B, w, K, €), Typ-ll- (y) und Typ-llI-IFN (A1, A2, A3) [12].
Im Rahmen dieser Arbeit wird der Begriff IFN synonym fur die Typ-I-IFN verwendet,
sofern nicht anders beschrieben, da sich die Untersuchungen hauptséchlich auf diese
Gruppe beschranken.

Insgesamt wurden bisher 17 nicht-allelische, intronfreie Gene fir die IFN gefunden, die
auf Chromosom 9 lokalisiert sind. Diese kodieren fur 12 verschiedene IFNa Proteine und
je ein Protein IFNB, IFNw, IFNk und IFNe [180]. All diese Proteine stellen einen
essentiellen Bestandteil des angeborenen Immunsystems dar und werden hauptséachlich
von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) exprimiert, auch wenn im Grunde fast
alle Zellen IFN produzieren kdnnen [215]. Neben der angesprochenen antiviralen
Eigenschaft, auf die noch in Kapitel 1.1.4 genauer eingegangen wird, sind mittlerweile
auch antiproliferative und immunmodulatorische Effekte beschrieben, die in dieser Arbeit

aber eine untergeordnete Rolle spielen und nicht weiter diskutiert werden [17, 71].

1.1.1 Funktion im Kontext des angeborenen Immunsystems

Die physische, erste Barriere des Immunsystems stellt die Haut dar, die in standigem
Austausch mit Signalen und Organismen der Umgebung steht und das Eindringen von
Pathogenen verhindert [2]. Wenn diese Barriere beispielsweise durch mechanische

Reize verletzt wird, ermdglicht dies das Eindringen von Pathogenen wie z.B. Bakterien,
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Viren oder Pilzen. In diesem Fall ist es notwendig, dass das angeborene Immunsystem
die Pathogene erkennt und bekampft.

Im Rahmen des angeborenen Immunsystems spielen IFN eine essentielle Rolle als
Mediator zwischen verschiedenen Zelltypen und letztlich auch in der Aktivierung der
adaptiven Immunantwort. Die Erkennung von Pathogenen durch spezialisierte
Rezeptoren fuhrt zur Expression von IFN (siehe auch Kapitel 1.1.2), wobei IFN von
nahezu allen Zelltypen produziert wird, IFNa primar von pDCs. Weiterhin sind auch
Makrophagen in der Lage IFN zu produzieren (Abb. 1) [30, 233]. Die Expression von IFN
versetzt die infizierte Zelle sowie benachbarte Zellen in einen so genannten antiviralen
Zustand (engl. antiviral state) [97]. Dieser wird durch die IFN-initiierte Expression von
hunderten interferon-stimulated genes (ISGs) hervorgerufen, die durch zahlreiche
Mechanismen beispielweise zur Inhibition viraler Transkription, Translation und
Replikation sowie der Degradation viraler Nukleinsduren fuhren kénnen (Abb. 1) [144,
205]. Neben den intrinsischen zellularen Effekten, weisen zahlreiche Studien auch auf
Effekte hin, die das adaptive Immunsystem betreffen. Hierzu gehéren u.a. eine Erhéhung
der Oberflachenexpression von major histocompatibility complex (MHC)-Molekilen und
kostimulatorischer Molekile wie cluster of differentiation (CD)80 und CD86, die mit einer
verbesserten Antigenprasentation und Stimulation von T-Zellen assoziiert sind [121, 162,
220]. Auch der Einfluss auf B-Zellen durch IFN wurde bereits beschrieben. So
beglnstigen IFN die Produktion von Antikdrpern, deren Klassenwechsel zur
Immunglobulin G (IgG)-Klasse und die Etablierung eines langanhaltenden B-Zell-
Gedachtnisses [122, 186].
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Abbildung 1: Typ-I-IFN kontrolliert angeborene und adaptive Immunitat sowie die intrazellularen
antimikrobiellen Programme.

Nach Pathogenerkennung produzieren infizierte Zellen IFN. Immunzellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen oder DCs produzieren IFN nach dem Erkennen von mikrobiellen
Strukturen mittels Mustererkennungsrezeptoren, welche sich auf der zellularen und endosomalen
Membran sowie im Zytosol finden. Besonders pDCs produzieren gro3e Mengen IFNa. Nicht-Immunzellen
wie Fibroblasten oder Epithelzellen exprimieren berwiegend IFNB. In infizierten und benachbarten Zellen
fuhren IFN zur Expression von ISGs, welche das intrazelluldre antimikrobielle Programm initiileren, dass
die Vermehrung von Pathogenen inhibiert. Imnmunzellen des angeborenen Immunsystems reagieren auch
auf IFN mit der Verbesserung der Antigenprasentation und der Produktion von Zytokinen und Chemokinen.
Die adaptive Immunantwort wird ebenfalls von IFN beeinflusst. Zum Beispiel verstarken IFN die
Antikdrperproduktion in B-Zellen und begtinstigen die Effektorfunktionen von T-Zellen. Verandert nach [97]

1.1.2 Induktion von Typ-I-IFN durch Erkennung pathogener Strukturen

Die Expression von IFN erfolgt transient und wird durch die Erkennung von Pathogenen
durch spezialisierte Rezeptoren induziert. Die Pathogene werden dabei durch
Molekulstrukturen identifiziert, die als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs,
engl. pathogen-associated molecular patterns) bezeichnet werden. Diese
Molekdlstrukturen sind in der Regel unverzichtbar fir den Lebenszyklus der Pathogene
und daher hochkonserviert [5]. Es handelt sich dabei beispielsweise um Lipide,
Nukleinséduren, Proteine oder Zuckerstrukturen. Die Rezeptoren, die auf die Erkennung
der PAMPs spezialisiert sind, sind die sogenannten keimbahnkodierten

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, engl. pattern recognition receptors). Exprimiert
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werden die Rezeptoren zwar grundsatzlich auf einem breiten Spektrum an Zellen, am
starksten abundant sind sie jedoch auf Oberflachen-Epithelzellen und Immunzellen wie
Makrophagen oder DCs, die in aller Regel zuerst mit den Pathogenen in Kontakt
kommen. Dort findet man die PRRs an den zellularen und endosomalen Membranen, im
Zytosol oder auch in sekretierter Form im Blut und in der Extrazellularflissigkeit [154].
Man unterscheidet im Wesentlichen zwischen vier grof3en Unterfamilien der PRRs: den
Toll-&hnlichen Rezeptoren (TLRs, engl. toll-like receptors), den NOD-&hnlichen
Rezeptoren (NLRs, engl. NOD-like receptors), den RIG-I-ahnlichen Rezeptoren (RLRs,
engl. retinoic acid-inducible gene 1-like receptors) und den C-Typ-Lektin-Rezeptoren
(CLRs, engl. C-type lectin receptors) [7]. Im Folgenden sollen die TLRs und die RLRs
naher betrachtet werden.

bakterielle . . . .
Lipopetide Lipoteichonsaure LPS Flagellin
GPl-verankerte (gram-positive Bakterien)  (gram-negative (bewegliche
Protein (Parasiten) Zymosan (Pilze) Bakterien) Bakterien)
1 2 2 6 4 4
TLR1 TLR2 TLR4 TLR5
RIG-I/MDA5 TLR7 TLRS8
,—
————
ssRNA/dsRNA
(Viren) TLR3 TLR9

ssRNA
(Viren)

W 4sRNA Al
! CpG DNA
(Viren) (Bakterien und
Viren)

/ Nukleus B

Abbildung 2: TLRs, RLRs und ihre Liganden.
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 werden auf der Zelloberflache exprimiert. lhre extrazellularen
Domaéanen erkennen PAMPs und ihre intrazellularen Domanen, die als Homo- oder Heterodimere fungieren,
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leiten Signale Uber zytoplasmatische Signalproteine weiter. Die spezifischen PAMPs sind oberhalb der
Rezeptoren aufgelistet. TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 sind an der endosomalen Membran lokalisiert und
erkennen hauptsachlich virale Nukleinsauren. Die Liganden-bindenden Doméanen befinden sich im Lumen,
die Signaldoméanen im Zytoplasma. RIG-I und MDAS5 befinden sich im Zytoplasma und erkennen virale
RNA-Strukturen. GPI, Glycosylphosphatidylinisotol; LPS, Lipopolysaccharid. Abbildung verandert nach
[23].

Die zehn verschiedenen TLRs (TLR1-TLR10) sind auf der zellularen sowie
endoplasmatischen Membran verteilt und bestehen aus einer Erkennungsdomane, die
an die PAMPs bindet und aus 20-27 extrazellularen Leucin-reichen Wiederholungen
(LRR, engl. leucin-rich repeats) besteht, und einer intrazellularen Toll-Interleukin 1
Rezeptor- Doméane (TIR, engl. toll-interleukin 1 receptor), die aus Homo- oder
Heterodimeren besteht (Abb. 2) [64]. Fur die Erkennung viraler Pathogene sind
hauptséchlich die endoplasmatischen TLRs verantwortlich, die virale DNA und RNA
erkennen konnen; die Beteiligung von TLR2 und TLR4 wurde aber auch bereits
beschrieben [5, 25, 106]. Die Bindung eines Liganden an die TLRs fuhrt zur
Signalweiterleitung tber rekrutierte Adapterproteine. Dabei wird grundsatzlich zwischen
zwei verschiedenen Signalwegen unterschieden, dem Myeloid differentiation primary
response 88 (MyD88)-Signalweg, der von allen TLRs aul3er TLR3 genutzt wird und zur
Produktion inflammatorischer Zytokine fuhrt, und dem TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-B (TRIF)-Signalweg, der vor allem durch TLR3- und TLR4-
Ligandenbindung aktiviert wird und zur IFN-Produktion beitragt [104, 270].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der klassischen TLR-Signalwege.

TLRs kdnnen Signale MyD88-abhéngig oder —unabhéngig weiterleiten. Im MyD88-abhéngigen Signalweg,
wird die Aktivierung der proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren AP1 und NF-kB induziert durch
IRAK1/4, TRAF6 und TAKL. Im MyD88-unabhangigen Signalweg initiiert das Adaptermolekil TRIF eine
Signalweiterleitung Uber TRAF3 und IRF, was ebenfalls zu einer Induktion der Transkription
proinflammatorischer Gene fluhrt. Zusatzlich fuhrt die Aktivierung von IRF3 zu einer Induktion der IFN-
Produktion. TAK1, transforming growth factor-B-activated kinase-1; TIRAP, toll-IL-1 receptor domain
containing adaptor protein. Verandert nach [169]

Die Aktivierung von MyD88 durch Bindung eines Liganden an den TLR fuhrt Gber eine
IL-1R-associated kinase (IRAK)-vermittelte Phosphorylierungkaskade zur Aktivierung
von TNF receptor associated factor 6 (TRAF6), einer E3 Ubiquitin Ligase. TRAF6
wiederum foérdert die eigene Lys-63-verlinkte Polyubiquitinierung und jene von IkB Kinase
(IKK)-y [33]. Infolgedessen kommt es zur Aktivierung von zwei weiteren Kinasen, IKKa
und IKK, welche inhibitorische nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor (IkB) Proteine phosphorylieren. Die IkBs inhibieren normalerweise
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) im Zytoplasma,
werden jedoch durch die Phosphorylierung degradiert und ermdglichen so die Aktivierung
und Translokation von NF-kB in den Zellkern. Dies fuhrt zur Expression von
inflammatorischen Zytokinen (Abb. 3) [163]. Weiterhin erméglicht die Polyubiquitinierung
von TRAF6 auch eine mitogen-activated protein kinase (MAPK)-vermittelte Aktivierung
des Transkriptionsfaktors activator protein 1 (AP1), was ebenfalls zur Transkription

proinflammatorischer Zytokine fuhrt. Zusatzlich ist es in pDCs auch mdglich, dass die
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TLR7- und TLR9-vermittelte Aktivierung von MyD88 zu einer Induktion von IFEN fuhrt
[163]. Interferon regulatory factor (IRF)-7 wird in pDCs konstitutiv exprimiert und bildet
mit MyD88 und weiteren Proteinen einen Signalkomplex, in dem IRF-7 phosphoryliert
wird, dissoziiert und im Nukleus die IFN Produktion initiiert [84, 105].

Wie bereits erwahnt, spielt vor allem fur TLR3, aber auch fir TLR4 der TRIF-Signalweg
eine wichtige Rolle. Die Bindung eines Liganden an TLR3 fuhrt zur direkten Bindung von
TRIF an die TIR-Domane, aber auch an TRAF6 [172, 199]. Bei TLR4 ist zusatzlich die
Beteiligung von TRIF-related adaptor molecule (TRAM) nétig (Abb. 2) [171]. TRIF initiiert,
vermittelt Gber TRAF3, die Aktivierung von IRF3, welches in den Nukleus transloziert und

die Transkription aller Typ-I-IFN induziert.

Weitere PRRs, die essentiell fir die Induktion von IFN sind, sind die bereits erwéhnten
RLRs, die sich im Zytosol aller Zelltypen finden [202]. Wahrend RIG-I relativ gut erforscht
ist und man weil3, dass es Liganden bindet, die eine einzelstrangige (ss, engl. single-
stranded) RNA oder doppelstrangige (ds, engl. double-stranded) RNA mit einem
Triphosphat am 5°-Ende aufweisen, sind die Voraussetzungen fur eine melanoma
differentiation-associated protein 5 (MDA5)-Aktivierung noch nicht ganz klar [15, 203].
Einige Studien deuten darauf hin, dass MDA5 deutlich langere dsRNA-Fragmente
erkennt im Vergleich zu RIG-I, die sogar groéR3er als 7 kb sein kbnnen. Weitere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass RNase L ndétig sein kdnnte, um die dsRNA in eine Struktur zu
bringen, die durch MDA5 erkannt wird [143]. Beide RLRs nutzen nach Bindung eines
Liganden das Adaptermolekll mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS), welches
an der Mitochondrienmembran lokalisiert ist [212]. Durch die Ligandenbindung kommt es
an der caspase activation and recruitment domain (CARD) zu einer
Konformationsanderung und einer anschlieRenden Polyubiquitinierung durch tripartite
motif 25 (TRIM25) [61, 228]. Dadurch interagiert die CARD-Doméane des RLRs mit der
CARD-Doméane von MAVS, was dazu fuhrt, das MAVS Prion-ahnliche Aggregate formt
[87]. Dadurch aktiviert MAVS zytosolische IKKs, was zu einer Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und IRF3 sowie IRF7 fuhrt. Als Folge translozieren diese
in den Nukleus und induzieren die Expression proinflammatorischer Zytokine und IFN
[153].
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1.1.3 Der IFNa-Signalweg und die Induktion von ISGs

Der Rezeptor fur die Bindung von IEN ist der Interferon-a/B-Rezeptor (IFNAR), der sich
aus den beiden Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 zusammensetzt, und von dem nur
wenige hundert Kopien pro Zelle exprimiert werden [40]. Sowohl IFNAR1 als auch
IFNAR2 gehoren zu Klasse Il helikalen Zytokin-Rezeptoren und setzen sich aus einer
extrazellularen Domane mit vier (IFNAR1) bzw. zwei (IFNAR2) Fibronektin-Typ-IlI-
Domanen, einer Transmembranhelix und einer zytoplasmatischen Domane mit 100
(IFNAR1) bzw. 251 (IFNAR2) Aminosauren zusammen [207, 257]. Von IFNAR2 sind drei
verschiedene Isoformen beschrieben: IFNAR2c, welches der soeben beschriebenen
Form entspricht, IFNAR2b, welches eine verkirzte intrazellulare Doméne aufweist, und
die Iosliche Isoform IFNAR2a. Wahrend fur IFNAR2b vermutet wird, dass es als negativer
Regulator der IFN-Antwort fungiert, da es selbst keine Signale weiterleiten kann, ist die
Funktion von IFNARZ2a, welches in zahlreichen Kdrperflissigkeiten zu finden ist, nicht
geklart [40, 66, 78].

Ne @ @ -
IFNAR2
Zytoplasma
JAK1
—
IFN-induzierte

mRNA Translation

Nukleus

Abbildung 4: Kanonischer und nicht-kanonischer IFN-Signalweg.

Beim kanonischen Signalweg kommt es nach Bindung von IFN an IFNAR zur Phosphorylierung von JAK1
und TYK2. Die phosphorylierten Proteine rekrutieren und aktivieren dann STAT-Proteine, was zu deren
Dimerisierung oder Trimerisierung mit IRF9 und Translokalisation in den Nukleus fuhrt. Diese beiden
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verschiedenen Komplexe regulieren die Expression verschiedener ISGs sequenzabhéangig. ISGF3, ein
Trimerkomplex aus STAT1, STAT2 und IRF9, erkennt das ISRE-Motiv im Promotorbereich vieler ISGs und
induziert die Expression antiviraler Gene. Der andere Komplex, ein Homodimer aus STAT1, bindet an das
GAS-Motiv und aktiviert hauptsachlich die Expression proinflammatorischer Gene. Beim nicht-kanonischen
Signalweg kann IFN die Expression von Genen auch unabhéngig von STATs induzieren, bspw. durch den
MAPK- oder PI3K-Signalweg. Zusatzlich kann tber den mTOR-Signalweg auch die Translation einiger
ISGs reqguliert werden. Verandert nach [36].

Die Bindung von IFN erfolgt aufgrund der etwa 100-fach hoheren Affinitdt zunachst an
IFNAR2. Die folgende Bindung an IFNAR1 und damit die Bildung des ternéren
Komplexes aus IFN und beiden IFNAR-Untereinheiten ist jedoch essentiell fur die
Signalweiterleitung. Infolgedessen kommt es zur Aktivierung des klassischen JAK-STAT-
Signalwegs. Dieser beginnt mit der Autophosphorylierung und Aktivierung der IFNAR-
assoziierten Kinasen Januskinase 1 (JAK1) und Tyrosinkinase 2 (TYK2) (Abb. 4) [183,
216]. Diese wiederum regulieren die Phosphorylierung und Aktivierung der so genannten
Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)-Proteine. STATS, die durch
IFN aktiviert werden kénnen, sind STAT1, STAT2, STAT3 und STAT5 [155, 223]. Zwar
ist IFN wohl auch in der Lage STAT4 und STAT®6 zu aktivieren, diese Aktivierung scheint
jedoch auf bestimmte Zelltypen wie z.B. Endothelzellen beschrénkt zu sein [58, 238].
Nach der Aktivierung bilden die STATs verschiedene Homo- oder Heterodimere und
aktivieren im Nukleus durch Bindung an spezielle Sequenzen die Transkription
zahlreicher I1SGs, welche unterschiedliche antivirale Effekte aufweisen. Ein besonders
wichtiger Transkriptionskomplex, der durch IFN induziert wird, ist dabei Interferon
stimulated gene factor 3 (ISGF3) [223]. ISGF3 setzt sich aus STAT1, STAT2 und IRF9
zusammen. Dieser Komplex ist der einzige, der ein spezifisches Element namens
Interferon-stimulated response element (ISRE) bindet, welches sich in der
Promotorregion diverser ISGs findet, und so deren Transkription aktiviert (Abb. 4) [182].
Andere Komplexe bestehen aus verschiedenen anderen Homo- oder Heterodimeren der
STAT-Proteine, die das IFN-y-activated site (GAS)-Element binden, das ebenfalls in den
Promotorregionen einiger 1SGs zu finden ist [182, 223]. Die Promotorbereiche einiger
ISGs enthalten sogar ISRE- und GAS-Motive, weshalb eine Komposition verschiedener
STAT-Komplexe fur deren Expression entscheidend sein koénnte. Inwiefern die
unterschiedlichen IFN die Bildung verschiedener Komplexe beeinflussen, ist noch nicht
bekannt [183]. Daruber hinaus ist die IFN-Signalweiterleitung auch {ber nicht-
kanonische, STAT-unabhangige Signalwege mdglich. Es wurde bspw. gezeigt, dass
auch verschiedene MAPK-Signalwege an der IFN-vermittelten Genexpression beteiligt
sind [183, 250]. Auch dem phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt-Signalweg wurde
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bereits Bedeutung im Zusammenhang mit IFN zugeschrieben. Dieser kann entweder
nach IFN-Stimulation der Zelle direkt die Transkription von Genen initiieren oder tber
mammalian target of rapamycin (MTOR) die mMRNA Translation hochregulieren [183,
195].

Des Weiteren kann die IFN-Signalweiterleitung durch ein breites Spektrum anderer
Signale positiv oder negativ beeinflusst werden. Zur Verstarkung des Signals kann u.a.
eine erhohte Induktion der STAT1- und IRF9-Expression beitragen. Beide Proteine
gehoren selbst zu den ISGs und lassen sich durch Typ-I-IFN, aber auch z.B. durch IFNy
oder durch das Zytokin IL-6 induzieren [88, 125]. Auch qualitativ wurde bereits eine
Modulation beschrieben. So kommt es in CD8-Zellen von Mausen wéhrend der
Lymphozytare-Choriomeningitis-Virus (LCMV)-Infektion vermehrt zu einer Aktivierung
von STAT4 statt STAT1, was wie oben beschrieben Einfluss auf die Bindung der
Zielsequenz im Nukleus hat [69, 166]. Die Inhibition des IFN-Signals erfolgt bspw. durch
Regulation von IFNAR, die Induktion negativer Regulatoren oder die Induktion of
MicroRNAs (miRNA) [256]. Die Degradation des IFNAR kann auch als
Evasionsmechanismus durch Viren wie bspw. das Influenzavirus induziert werden. Fur
z.B. HIV konnte dies allerdings auf Zielzellen nicht beobachtet werden [94, 267]. Weitere
Mechanismen zur Regulation beinhalten die posttranslationale Modifikation von STATS,
die Chromatin-Remodellierung, die Transkriptionselongation oder epigenetische

Veranderungen [97].

1.1.4 ISGs und deren Funktionen

Der Begriff ISG fasst unzahlige Proteine zusammen, von denen ein Grof3teil antivirale
Effekte aufweist. Viele Wirkmechanismen sind dabei allerdings noch nicht final geklart.
Zudem erfolgt die Expression nicht fur alle ISGs zum gleichen Zeitpunkt. So wurde bereits
mehrfach gezeigt, dass die Expression einer zeitlichen Hierarchie unterliegt [21, 192]. Im
Folgenden werden exemplarisch einige ISGs, die an der antiviralen Antwort beteiligt sind,
kurz vorgestellt:

ISG15 ist eines der ISGs, das nach Stimulation mit IFNa quantitativ am starksten induziert
wird [57]. In einem Prozess, der ISGylation genannt wird, kann es kovalent an Proteine
des Wirts oder des Virus gebunden werden. Dadurch kann es die Funktion und die
Stabilitat dieser Proteine beeinflussen. Ob dieser Prozess spezifisch oder unspezifisch
stattfindet, ist noch nicht geklart [53, 279]. Die Bedeutung von ISG15 in vivo wird ebenfalls
noch diskutiert. Wahrend in 1SG15-defizienten Mausen in Vesicular stomatitis virus
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(VSV)- und LCMV-Infektionen kein negativer Effekt beobachtet werden konnte, zeigten
die Mause fur Influenzavirus und Herpes simplex Virus (HSV) eine erhdhte Suszeptibilitat
[124, 173].

ISG20 gehort zur death effector domain containing (DEDD) 3°-5" Exonuklease-Familie
und besitzt RNA-, aber offenbar keine DNA-Exonuklease-Aktivitat [55]. Daher wurde es
mit der Inhibition vieler verschiedener RNA Viren in Verbindung gebracht. Einige Viren
wie z.B. das severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV)-1 scheinen
jedoch eine Resistenz entwickelt und nicht von dieser Inhibition betroffen zu sein [266,
280].

Myxovirus resistance 1 (Mx1) ist in der Lage die Replikation vieler Viren direkt nach deren
Eintritt in die Wirtszelle, noch vor der Genomreplikation, zu inhibieren. Es wird vermutet,
dass Mx1 an virale Proteine wie Nukleokapside bindet und verhindert, dass diese ihr Ziel
in der Zelle erreichen [204]. Eine zentrale Rolle in der antiviralen Antwort spielt Mx1 bspw.
bei Influenzavirus-Infektionen [244].

Die IFN-inducible transmembrane (IFITM)-Familie besteht im Menschen aus den vier
Mitgliedern IFITM1, IFITM2, IFITM3 und IFITM5 [204]. Die Proteine sind in der Lage ein
breites Spektrum an Viren zu inhibieren. Auch wenn wohl alle IFITM-Proteine den Eintritt
von Viren in die Zellen inhibieren kdnnen, scheint dies nicht der einzige Mechanismus zu
sein, besonders vor dem Hintergrund, dass unterschiedliche IFITM-Proteine
verschiedene Viren inhibieren kénnen [9, 90, 128, 136]. Welche weiteren Mechanismen
im Genaueren zu Grunde liegen, ist nicht vollkommen geklart.

Die apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3 (APOBEC3)-
Proteinfamilie umfasst insgesamt sieben verschieden Proteine (APOBEC3A,
APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G und APOBEC3H), die
alle mindestens ein hochkonserviertes zinc-dependent deaminase sequence motif (ZDD)
enthalten. Durch dieses Motiv konnen die APOBEC3-Proteine ihre Funktion als Cytidin-
Desaminasen austben, was zu Fehlern und genetischer Instabilitat in der DNA bzw. RNA
fuhrt. Wahrend grundsatzlich alle APOBEC3-Proteine sowohl an ssDNA als auch an RNA
binden kdnnen, nutzt nur APOBEC3A RNA als Desaminase-Substrat [196].

1.1.5 Therapeutische Verwendung von IFNa
Der ausgepréagte antivirale Effekt und die hohe Zahl an antiviral wirkenden 1ISGs, die hach
IFNa-Stimulation exprimiert werden, machten IFNa schnell zu einem vielversprechenden

Kandidaten fur die klinische Anwendung. Der Subtyp, der klinisch zugelassen ist, ist
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IFNa2. Um die pharmakokinetischen Eigenschaften zu verbessern und vor allem die
Halbwertszeit zu verlangern, wird Polyethylenglykol (PEG) kovalent an IFNa gebunden
[178]. Bereits in den 80ern wurde IFNa fur die Behandlung des Hepatitis C Virus (HCV)
eingesetzt, Ende der 90er dann in Kombination mit Ribavirin, um die Erfolgsrate
signifikant zu steigern [86, 152]. Durch die Entwicklung von neuen sehr wirksamen und
gut vertraglichen direkt antiviral wirksamen Medikamenten (DAA, engl. direct acting
antivirals), ist die Therapie mit IFNa in den Hintergrund gertickt [42]. FUr eine chronische
Infektion mit dem Hepatitis B Virus (HBV) wird nach wie vor IFNa2 eingesetzt. Es ist die
einzige Therapieoption, bei der das Virus vollig entfernt werden kann, jedoch ist die
Erfolgsrate der Behandlung mit 20-30 % eher gering [272]. Hierbei scheint aber auch der
Genotyp von HBV eine bedeutende Rolle zu spielen [261]. Neben dem Einsatz als
antivirale Therapie wird IFNa2 auch zur onkologischen Behandlung eingesetzt, u.a. bei
Haarzellleukamie, Non-Hodgkin-Lymphomen, dem Kaposi-Sarkom oder malignen
Melanomen [10]. Das breite Spektrum an Effekten, das die IFNa2-Therapie erméglicht,
ist zugleich auch der Grund, warum heutzutage oftmals andere Behandlungen
vorgezogen werden: viele der Patienten leiden nach Applikation von IFNa2 an
belastenden Nebenwirkungen. Dazu gehoéren z.B. haufig Mudigkeit (96 %), Fieber (94
%), Anamie (27 %), Muskelschmerzen (21 %), Anorexie (69 %), Durchfall (45 %),
Erbrechen (32 %) Kopfschmerzen (62 %), aber auch psychische Nebenwirkungen wie
Depression (40 %) oder Schlaflosigkeit (12 %). Seltenere Nebenwirkungen kénnen u.a.
Sepsis (0,1 %), Splenomegalie (<0,01 %), Beinkrampfe (0,1 %) oder Leberversagen

(<0,01 %) sowie zahllose weitere sein [51].

1.1.6 Die verschiedenen IFNa-Subtypen und deren Bedeutung

Wie bereits beschrieben gibt es im Menschen zwdlf verschiedene IFNa-Subtypen (IFNal,
IFNa2, IFNa4, IFNa5, IFNa6, IFNa7, IFNa8, IFNal0, IFNal4, IFNal6, IFNal7 und
IFNa21), die eine Sequenzhomologie von bis zu 90 % aufweisen und 161-167
Aminosauren lang sind [68, 180]. In ihrer Struktur finden sich funf a-Helices (A-E), die
durch eine lange Schleife (AB) und drei kurze Schleifen (BC, CD und DE) verbunden
werden [110, 188]. Auch wenn alle Subtypen an den gleichen Rezeptor, den IFNAR,
binden, ist klar, dass sie verschiedene Effekte hervorrufen kénnen [68]. Ein Aspekt, der
in diesem Zusammenhang relativ gut erforscht ist, allerdings nicht alleine die
beobachteten Effekte erklart, ist die Affinitdt zu den Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und
IFNARZ2, die sich teilweise um das 100-fache zwischen den Subtypen unterscheidet
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[120]. In murinen Zellen konnte zudem gezeigt werden, dass es nach Stimulation mit
verschiedenen IFNa-Subtypen zu Unterschieden in der Phosphorylierung von STAT-
Proteinen und Proteinen des MAPK-Signalwegs kommt [44]. Zusétzlich scheint es auch

starke Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen zu geben [120]
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Abbildung 5: Antiviraler Effekt der IFNa-Subtypen gegenliber verschiedenen Viren.

Die Starke des antiviralen Effekts der verschiedenen IFNa-Subtypen gegeniber verschiedenen
Virusinfektionen ist relativ dargestellt. Je dunkler die blaue Schattierung, desto starker ist der beschriebene
Effekt. Flr grau schattierte Felder sind keine Daten vorhanden. Darstellung basierend auf Daten aus [37,
115, 119, 209].

Im Zusammenhang mit viralen Infektionen konnte bereits fir mehrere Viren gezeigt
werden, dass sich die IFNa-Subtypen deutlich in ihrer Effektivitat unterscheiden (Abb. 5)
[37, 115, 119, 209]. Fur HIV und HBV konnte zudem in vivo in humanisierten Mausen ein
verbesserter antiviraler Effekt von IFNal4 gegentber dem klinisch zugelassen Subtypen
IFNa2 nachgewiesen werden, der zum Teil durch eine verstérkte ISG-Expression erklart
werden konnte [37, 119]. Neben der Tatsache, dass die virusspezifischen Aktivitaten der
IFNa-Subtypen unterschiedlich sind, variieren die Viren selbst darin, welche IFNa-
Subtypen sie induzieren [45, 79, 148]. Die komplexen Zusammenhénge zwischen IFN-
Induktion, 1ISG-Induktion und antiviraler Antwort sowie deren Unterschiede zeigen, dass
neben IFNa2 weitere Subtypen durchaus klinisch relevant sein konnten und daher deren

Erforschung wichtig fir die Therapie von viralen Infektionen sein konnte.
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1.2  Das Hepatitis B Virus

HBV ist der Ausloser flr die akute und chronische Hepatitis B im Menschen. Wéahrend
eine Infektion in Gebieten mit einer starken Pravalenz meist schon im jungen Alter erfolgt
und mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer lebenslangen chronischen Infektion fihrt,
kommt es bei einer Infektion im spateren Leben meist zu einer akuten Hepatitis, die von
selbst ausheilt. Von einer chronischen Hepatitis B spricht man dann, wenn das
Oberflachenprotein Hepatitis B surface antigen (HBsAQ) bei zwei Messungen mit einem
Abstand von mindestens sechs Monaten detektiert werden kann [230, 276]. Jahrlich
sterben weltweit noch immer tber 780.000 Menschen durch HBV und mehr als 250
Millionen Menschen sind aktuell chronisch infiziert [149]. Am starksten pravalent ist HBV
in Ostasien, Subsahara-Afrika und der Pazifikregion mit bis zu 8 % Pravalenz, in
Westeuropa liegt die Pravalenz bei unter 1% [56, 174]. Wird die chronische Hepatitis B
nicht behandelt, so flhrt sie in tber 40 % der Féalle zu einer Leberzirrhose und es besteht
die Chance, dass sich ein hepatozellulares Karzinom entwickelt [230]. Zur Prophylaxe
gibt es ein gut wirksames Vakzin, das rekombinant hergestelltes HBsAg enthéalt und die
Antikdrperbildung induziert [46]. Die Therapie einer chronischen Infektion kann mit IFNa2
erfolgen, was die einzige Mdglichkeit ist das Virus vollstandig zu entfernen, und/oder mit
Nukleos(t)id-Analoga (NA), die lediglich die virale Replikation inhibieren. Aufgrund der
deutlich besseren Vertraglichkeit werden dennoch haufig die NAs bevorzugt eingesetzt
[230].

1.2.1 Der Replikationszyklus von HBV

HBV ist ein behlltes Virus mit partiell doppelstrangiger DNA, das zur Familie der
Hepadnaviridae gehort und priméare humane Hepatozyten (PHHS) infiziert [211]. Das
Virus wird in zehn verschiedene Genotypen und vier Serotypen eingeteilt. Die
Genotypen, die in Europa pravalent sind, sind die Genotypen A und D [109]. Das Virion,
auch Dane-Partikel genannt, hat einen Durchmesser von etwa 42 nm und besteht aus
zwei Teilen: dem Nukleokapsid, welches aus der partiell doppelstrangigen DNA, die an
eine Polymerase gebunden ist, und dem Hepatitis B core (HBc)-Protein besteht, und aus
der Virushille, die sich aus dem Oberflachenprotein HBsAg zusammensetzt. Das HBsAg
unterteilt sich weiterhin in die kurze Form small (S)-HBsAg, die mittlere Form middle (M)-
HBsAg und die lange Form large (L)-HBsAg. Das Verhdltnis betragt dabei auf der
Virusoberflache etwa 100:5:1 [118, 160].
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Abbildung 6: Die genomische Struktur von HBV.

Das HBV-Genom ist in zirkularer Form organisiert mit einem Positivstrang-DNA, die den unvollstandigen
inneren Ring formt, und einer Negativstrang-DNA, die den vollstdndigen auf3eren Ring formt. Die vier
Uberlappenden Gene sind P fur die Polymerase, PreS1/PreS/S fur HBsAg, PreC/C fur HBcAg und X flr
das HBx-Protein. Die Polymerase hat eine reverse Transkriptase-Aktivitat. Die ORFs von C und S haben
am 5°-Ende Erweiterungen, prd-C und pra-S. Die pra-S-Region ist in pré-S1- und pré-S2-Doménen
unterteilt, deren Translation zur Produktion der drei HBsAg-Formen flhrt. Translation des pra-C ORF fihrt
zu Produktion eines sekretorischen Proteins, dem HBeAg, welches ein akzessorisches Protein ist, das fur
die Etablierung der chronischen Hepatitis relevant ist. Die Translation des C ORF resultiert in der
Produktion des HBcAg. HBx ist fir die Etablierung der Infektion und dem Erhalt der aktiven Replikation
notig. Verandert nach [276].

Das partiell doppelstrangige relaxed circular (rc) DNA-Genom von HBYV ist etwa 3,2 kb
grof3 und am 5°-Ende des Minusstrangs kovalent an die virale Polymerase gebunden
(Abb. 6) [67]. Im Genom finden sich vier Uberlappende offene Leserahmen (ORF, engl.
open reading frames): S, C, P und X [83]. Der gro3te ORF kodiert fir die Polymerase,
die auch eine reverse Transkriptase (RT)-Aktivitat besitzt. Der ORF fur das HBsAg besitzt
am 5°-Ende zwei Erweiterungen, pra-S1 und pra-S2. Durch die Nutzung verschiedener
Startcodons entstehen so die drei verschiedenen Formen des HBsAg. Ahnlich verhalt es
sich mit dem ORF fur HBcAg, der ebenfalls am 5 -Ende eine pra-C-Erweiterung besitzt.
Je nachdem, wo die Translation initiiert wird, entstehen so das HBcAg oder das Hepatitis
B e antigen (HBeAg), welches von den Wirtszellen sezerniert wird. Der kleinste ORF
kodiert fur das Hepatitis B x (HBXx)-Protein, dem eine bedeutende Rolle als Virulenzfaktor
zugesprochen wird [107, 118, 240, 284]. Die Transkription wird durch spezifische
Promotorsequenzen im viralen Genom reguliert. Viele der Bindestellen fur
Transkriptionsfaktoren werden dabei durch Proteine von HBV selbst aktiviert, oftmals

durch das HBx. Dessen Expression wiederum wird durch Transkriptionsfaktoren
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begunstigt, die teilweise nur in Leberzellen zu finden sind, was mdglicherweise die Wahl
der Wirtszelle erklaren kdnnte [49].
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Abbildung 7: Schematischer Ablauf des HBV-Replikationszyklus.

HBV bindet mit hoher Spezifizitdt an den Eintrittsrezeptor NTCP. Endozytose-vermittelt kommt es zur
Aufnahme des Virions und zum Transport des Kapsids zum Nukleus. Aus der rcDNA entsteht im Nukleus
cccDNA, die episomal verbleibt und als Transkriptionsmatrize dient. Aus der cccDNA entstehen
verschiedene RNAs, die zur Translation der viralen Proteine Pol, HBc, HBeAg, HBsAg und HBXx dienen.
Die HBc-Proteine formieren sich zu Kapsiden und die virale pgRNA wird in diese verpackt. In den Kapsiden
kommt es zur reversen Transkription der RNA zu rcDNA. Die Kapside setzen sich mit reifen
Oberflachenproteinen, HBsAg, zu infektidsen Virionen zusammen und verlassen die Zelle mittels
Exozytose. Zusatzlich kdbnnen auch SVPs, die keine Kapside oder DNA enthalten, die Zelle verlassen.
MVB, multivesicular bodies. Verandert nach [241].

Der Eintritt in die PHHs erfolgt zunachst Uber eine lockere Bindung des HBsAg an
Heparansulfat-Proteoglykane mit niedriger Affinitat [210]. Anschliel3end erfolgt eine sehr
spezifische Bindung mit hoher Affinitdt an den Eintrittsrezeptor sodium taurocholate
cotransporting peptide (NTCP), der erst relativ spat entdeckt wurde und spezifisch in
Zellen der Leber exprimiert wird [168, 271]. Das Virus wird dann vermutlich Uber
Endozytose in die Zelle aufgenommen, auch wenn die genauen Mechanismen noch nicht
vollstandig geklart sind [91, 241, 269]. Auch dem epidermal growth factor receptor
(EGFR) wird mittlerweile eine wichtige Rolle als Ko-Rezeptor zugeschrieben [98].
Anschliel3end wird das Nukleokapsid in den Nukleus transportiert. Im Nukleus wird die
genomische HBV-DNA durch zellulare Faktoren modifiziert. Zunachst werden jeweils am

5’-Ende beider Strange Stlicke entfernt und im Anschluss werden die Liicken gefillt und
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ligiert, sodass sich die so genannte covalently closed circular DNA (cccDNA) formiert [75,
167]. Die cccDNA stellt in der Behandlung der HBV-Infektion eine grol3e Herausforderung
dar, da sie episomal im Nukleus verbleibt und als Matrize fir die Transkription dient. Es
finden sich im Durchschnitt etwa 10 Kopien cccDNA pro Zelle [187, 242]. Zwar sind die
Mechanismen, die die cccDNA Stabilitat regulieren, nicht ganz klar, jedoch haben neuere
Studien immer wieder die Bedeutung des ISG-Proteinfamilie APOBEC3 bei der
Destabilisierung der cccDNA hervorgehoben [141, 268]. Mit der cccDNA als Matrize
werden funf verschiedene RNAs transkribiert (Abb. 7). Die Regulation der Transkription
findet dabei auf unterschiedlichen Ebenen statt. Zum einen ist die cccDNA mit
zahlreichen Histonen verbunden, deren post-translationale Modifikationen die
transkriptionale Aktivitat der cccDNA stark beeinflussen [85, 184]. Zum anderen spielen
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle, von denen mittlerweile viele identifiziert
werden konnten. Einige sind zum Teil exklusiv in der Leber vertreten [85]. Zudem ist die
Transkription auch vom HBx-Protein abhangig. Dieses kann mit der cccDNA assoziieren
und die Rekrutierung von Chromatin-modifizierenden Enzymen modulieren und somit
den epigenetischen Zustand der Histone beeinflussen [18, 140]. Vor relativ kurzer Zeit
fand man zudem heraus, dass HBx Uber eine hochkonservierte Domane der Suppression
der HBV-DNA durch den structural maintenance of chromosomes (Smc)-Proteinkomplex
Smc5/6 entgegenwirken kann [164, 191]. Nachdem aus der RNA die viralen Proteine
translatiert wurden, bilden 90 — 120 HBcAg-Dimere ein ikosaedrisches Kapsid und die
pragenomische RNA (pgRNA) wird darin eingebaut [26, 241]. Danach erfolgt die reverse
Transkription des Genoms durch die Polymerase zu DNA, bei der gleichzeitig durch eine
RNase H-Domane der Polymerase die pgRNA weitestgehend abgebaut wird [241]. Die
Kapside mit der rcDNA kdnnen entweder erneut in den Nukleus transportiert werden, um
den Erhalt der cccDNA sicherzustellen, oder sich mit viralem HBsAg zusammensetzen
und durch Exozytose aus der Zelle austreten [111, 225]. Neben infektibsen Virionen
besteht auch die Moglichkeit, dass sich so genannte subviral particles (SVP), die kein
Kapsid oder keine DNA enthalten, zusammensetzen und die Zelle verlassen (Abb. 7)
[100, 241].

1.2.2 HBVund IFNa
Die Beziehung zwischen HBV und IFNa wird schon lange untersucht, besonders da
IFNa2 klinische Anwendung bei der Behandlung einer chronischen Hepatitis B findet und

weil dies die einzige Therapie ist, bei der es zur volligen Eradikation der cccDNA kommen
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kann. Aufgrund der geringen Erfolgsrate von 20 - 30 % und den belastenden
Nebenwirkungen werden heutzutage haufig NAs vorgezogen [51, 272]. Man geht
mittlerweile stark davon aus, dass einen wichtigen Aspekt bei der Degradation von
cccDNA die ISGs der APOBEC3-Familie darstellen [141, 268]. Fur die Mitglieder der
APOBEC3-Familie konnte gezeigt werden, dass APOBEC3B/3C/3F/3G nach Stimulation
mit IFNa in PHHs und Leberzelllinien verstarkt exprimiert werden. Von diesen drei waren
APOBEC3B, APOBEC3F und APOBEC3G in der Lage verschiedene Zwischenprodukte
der HBV-Replikation durch Desaminierung zu inhibieren, vermutlich auch cccDNA [22,
227]. Fur APOBEC3G wurde zudem beschrieben, dass es auch das Einfigen der pgRNA
in die Kapside negativ beeinflussen kann [243]. Im Speziellen konnte fur cccDNA in
neueren Studien gezeigt werden, dass APOBEC3A und APOBEC3B die cccDNA effizient
desaminieren und dadurch zu deren Degradation flhren. Die Expression von
APOBEC3A, APOBEC3F und APOBEC3G wird in HBV-infizierten PHHs und dHepaRG-
Zellen nach IFNa-Stimulation zudem erhoht [141, 222]. Die Bedeutung, die den
APOBEC3-Proteinen wird auch dadurch deutlich, dass das HBx-Protein gezielt zu deren
Degradation fuhren kann [34, 63]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in
Patienten, die auf die IFN-Therapie angesprochen haben, eine signifikant erhéhte
Expression von APOBEC3A und APOBEC3B nachzuweisen war im Vergleich zu
denjenigen, bei denen die Therapie keinen Erfolg zeigte [129].

Dartber hinaus koénnen viele weitere ISGs die Replikation von HBV inhibieren: 1ISG20
inhibiert die Replikation durch Bindung an die pgRNA, Mx1 interagiert mit HBc und kénnte
dadurch das Zusammensetzen des Kapsids behindern, 2'-5'-oligoadenylate synthetase
2 (OAS2) ist in der Lage HBV RNA RNase L-vermittelt zu inhibieren und indoleamine 2,
3-dioxygenase 1 (IDO1) reduziert die Menge an intrazellularer HBV-DNA durch
Degradation von Tryptophan [127, 133, 146, 176]. Auch Publikationen Uber Proteine aus
der TRIM-Familie, die u.a. auch an der Signalweiterleitung nach Erkennung von
Pathogenen beteiligt sind (siehe Kapitel 1.1.3), haben gezeigt, dass sie z.B. die
Promotoraktivitat reduzieren oder allgemein in einer Art positiven Rickkopplung die IFN-
Antwort in der HBV-Infektion verstarken kénnen [62, 229, 277]. Weitere Studien deuten
zudem auf einen bedeutsamen Einfluss von IFNa-induzierten Genen auf die

epigenetische Regulation der cccDNA hin [275].

Im Laufe der Evolution hat HBV zahlreiche Mechanismen entwickelt, um der IFN-

vermittelten Antwort zu entgehen. Zum einen wurde lange vermutet, dass HBV ein so
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genanntes stealth virus ist, da es durch PRRs scheinbar nicht wirklich erkannt wird und
es zu keiner IFN-Induktion kommt [262]. Eine Erklarung der geringen IFN-Antwort konnte
in der verminderten Abundanz des Adapterproteins stimulator of IFN genes (STING) in
Hepatozyten liegen, das an der Erkennung viraler DNA beteiligt ist [236]. Neuere Studien
zeigen jedoch, dass zumindest TLR2 und RIG-I durch HBV-Partikel bzw. HBV-
Transkripte aktiviert wird [200, 278]. Zum anderen weil3 man aber mittlerweile, dass HBV
gezielt bei der Induktion von IFN intervenieren kann. Die viralen Proteine HBsAg und
HBeAg kénnen beide die Bindung von MyD88 an Interaktionspartner inhibieren und so
negativ Einfluss auf die IFN-Produktion nehmen [132]. Zusatzlich kann das virus-
induzierte Protein Rubicon an IKK-y binden und so die IFN-Induktion inhibieren [39].
Daneben kann HBV auch den IFN-Signalweg beeinflussen, indem es die Expression von
IFNAR runterreguliert oder sogar zur Degradation des Rezeptors fuhrt [11, 35].
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass es in der enhancer 1/X gene
Promotorregion des HBV Genoms eine ISRE-Sequenz gibt [19, 189]. Studien zeigten,
dass an die ISRE-Sequenz (phosphoryliertes) STAT1 und STAT2 rekrutiert werden,
welche zur Transkription und Replikation beitragen. Deutlich wurde dies auch in
Versuchen mit inaktivierenden Mutationen des ISRE, die zu einer verminderten
Transkription der pgRNA fihrten [19, 275]. Ob Mutationen der ISRE-Sequenz
moglicherweise Grund fur die niedrigen Erfolgsraten der IFN-Therapie sind, wird
ebenfalls diskutiert [137].

Aus Zellkulturexperimenten weild man zudem, dass IFNa2 effektiv gegen alle Genotypen
ist, es jedoch Unterschiede zwischen Zelllinien bzw. Primarzellen gibt [214]. Darliber
hinaus wurde in einer Studie der Effekt der verschiedenen IFNa-Subtypen auf
unterschiedliche HBV-Marker untersucht und man fand heraus, dass es starke
Unterschiede in der Effektivitdt gegen HBV gibt und IFNa6 und IFNal4 bspw. deutlich
starker antiviral wirken als der klinisch zugelassene Subtyp IFNa2 [37]. Aufgrund der
Tatsache, dass bisher nur IFN zu einer vollstdndigen Eradikation der cccDNA fuhren
kann, unterstreicht dies die Wichtigkeit der Untersuchung aller IFNa-Subtypen.

1.3 Das SARS-Coronavirus-2

Als im Dezember 2019 mehrere Falle von Pneumonie mit ungeklarter Ursache in Wuhan,
China auftraten, war nicht zu erahnen, dass der Ausloser ein Virus ist, das sich zu einer
globalen Pandemie entwickeln sollte. Bereits am 9. Januar 2020 wurde ein neuartiges

Coronavirus als Ausloser identifiziert. Einen Monat spater wurde das Virus vom
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Internationalen Komitee fiir die Taxonomie von Viren (ICTV) aufgrund der genetischen
Ahnlichkeit zu SARS-CoV aus dem Jahr 2003 SARS-CoV-2 genannt. Die Krankheit, die
ausgelost wird, heil3t coronavirus disease 2019 (COVID-19) [89, 95]. Das Virus wird
hauptsachlich tber Trépfchen Ubertragen und trotz der Zulassung mehrerer wirksamer
Impfstoffe ist die Pandemie u.a. aufgrund auftretender Virusvarianten auch heute (Stand
Februar 2022) noch nicht tUberstanden und es gab mittlerweile mehr als 400 Mio.
gemeldete Infektionen und fast 6 Mio. Tote weltweit [159, 265, 282]. Gerade aber in
Gebieten mit begrenztem Zugang zum Gesundheitssystem wie in weiten Teilen Afrikas
ist von einer hohen Dunkelziffer auszugehen [260]. Bei einer Infektion besteht die Gefahr,
dass das Virus die unteren Atemwege infiltriert und dort erheblichen Schaden an der
Lunge anrichtet, was zu einer tédlichen Pneumonie fihren kann [283]. Gefahrlich kann
das Virus besonders fur altere Menschen ab 60 Jahren werden, die haufig an anderen
altersbedingten Erkrankungen leiden [245]. Manner haben zudem im Allgemeinen ein
hoheres Risiko fur einen schweren Krankheitsverlauf [197]. Neben den erwahnten
Impfstoffen zur Prophylaxe gibt es derzeit kaum Maoglichkeiten die Krankheit effektiv zu

behandeln.

1.3.1 Aufbau und Replikationszyklus von SARS-CoV-2
SARS-CoV-2 gehort zur Gattung der Betacoronaviren in der Familie der Coronaviren. Es
weist eine Genomidentitat von 79% zu SARS-CoV-1 auf [139]. Das Virus ist behdillt und

besitzt eine positiv-gerichtete sSRNA als Genom.

Spike (S1 & S2)

Nukleokapsid (N)

Membran(M)

o ssRNA (+)

SARS-CoV-2

Abbildung 8: Schematische Struktur von SARS-CoV-2.

Die virale Struktur wird primar durch die Strukturproteine Spike (S), Membran (M), Envelope (E) und
Nukleokapsid (N) geformt. Die S-, M- und E-Proteine sind alle in die virale Hille verankert, eine
Lipiddoppelschicht, die von der Wirtszelle abgeleitet ist. Das N-Protein interagiert mit der viralen RNA im
Inneren des Virus. Verandert nach [198].
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Das Kapsid um das Genom herum wird vom Nukleokapsid-Protein (N) geformt. Um das
Kapsid herum befindet sich die Hille, die sich von der Lipiddoppelschicht des Wirts
ableitet und mit drei weiteren Strukturproteinen, dem Spike- (S), dem Membran- (M) und
dem Envelope-Protein (E) assoziiert ist (Abb. 8) [27]. Neben diesen vier Strukturproteinen
besitzt SARS-CoV-2 zudem 16 Nichtstrukturproteine (NSP1-16), die verschiedene
Aufgaben im viralen Replikationszyklus Ubernehmen, und elf akzessorische Proteine,
deren Aufgaben noch nicht vollstéandig geklart sind [190, 251].
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Nichtstrukturproteine

Abbildung 9: Genomorganisation von SARS-CoV-2.

Das Genom von SARS-CoV-2 ist etwa 30.000 bp lang und unterteilt sich in 14 sich lUberlappende ORFs.
Die ORFs 1a und 1b machen fast zwei Drittel des Genoms aus und kodieren Polypeptide, die in die
verschiedenen Nichtstrukturproteine aufgespalten werden kdnnen. Das letzte Drittel enthalt die ORFs fir
die vier Strukturproteine S, M, E und N und die teilweise ineinander liegenden ORFs fir die elf
akzessorischen Proteine. Veréandert nach [190].

Das Genom von SARS-CoV-2 ist etwa 30.000 bp lang und gehért damit zu den grofdten
Genomen von RNA-Viren tberhaupt [251]. Am 5”-Ende findet sich eine Cap-Struktur, am
3’-Ende ein Poly-A-Schwanz variabler Lange. Der kodierende Teil wird an beiden Enden
von etwa 300 bp langen untranslatierten Regionen (UTRs) flankiert [145]. Das Genom
unterteilt sich in 14 verschiedene ORFs, wobei ORFla und ORF1b fir zwei grofRe
Polyproteine kodieren, die durch virale Proteasen in die unterschiedlichen
Nichtstrukturproteine aufgetrennt werden, die in die Genomreplikation und die frihe
transkriptionelle Regulation involviert sind [274]. Im hinteren Drittel des Genoms finden
sich die ORFs fur die Strukturproteine S, M, E und N sowie die ORFs flur die
akzessorischen Proteine (ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8, ORF9b, ORF9c und ORF10) (Abb. 9). Diese Proteine sind nicht essentiell flr den
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Replikationszyklus des Virus, doch weil3 man, dass einige eine wichtige Rolle in der
Interaktion zwischen Wirt und Virus spielen. Auch in einigen der Virusvarianten finden
sich Mutationen in akzessorischen Proteinen [43, 190, 193]. Akzessorische Proteine, die

Einfluss auf die IFN-Antwort nehmen, werden in Kapitel 1.3.2 naher vorgestellt.
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Abbildung 10: Schematischer Replikationszyklus von SARS-CoV-2.

Die Viruspartikel binden Uber ihr S-Protein an den Rezeptor ACE2 auf der Zelloberflache und treten
vermittelt durch Wirtsproteasen wie TMPRSS2, die das S-Protein spalten und so dessen Membran-
Fusions-Kapazitat aktivieren, in die Zelle ein. Danach wird die virale RNA freigesetzt und es kommt zur
Translation der beiden groRen ORFs 1la und 1b. Die dabei entstehenden Polyproteine werden wéahrend
und nach der Translation in die unterschiedlichen Nichtstrukturproteine prozessiert, welche die Komplexe
fur Replikation und Translation bilden. Mit der Expression von Nichtstrukturproteinen werden auch virale
Replikationsorganellen aus perinukledren double-membrane vesicles (DMVs), convoluted membranes
(CMs) und double-membrane spherules (DMSs) geformt, die eine schiitzende Umgebung fiir die virale
genomische RNA und die Transkription von sg mRNAs schaffen. Translatierte Strukturproteine
translozieren in die Endoplasmatisches Retikukum (ER)-Membranen und durchqueren das ERGIC, wo die
Interaktion mit genomischer RNA, die durch das N-Protein eingekapselt ist, zur Knospung in das Lumen
sekretorischer Vesikel fuhrt. Schlie3lich werden die Virionen durch Exozytose aus der Zelle sekretiert.
Subgenomische mRNA-Translation fuhrt zur Entstehung der akzessorischen Proteine, die mit der
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Wirtszelle interagieren kénnen. An, 3’ polyA-Sequenz; cap, 5' cap-Struktur; L, leader-Sequenz. Verandert
nach [249].

Das S-Protein setzt sich aus den beiden funktionellen Einheiten S1, das die
Rezeptorbindedomane (RBD) enthélt, und der S2-Einheit, die ein Fusionspeptid enthalt
und letztlich fir den Zelleintritt erforderlich ist, zusammen [239]. Die Bindung der S1-
Einheit erfolgt an den Rezeptor angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ2). Danach
schneidet die zellulare Protease transmembrane protease serine subtype 2 (TMPRSS2),
die hauptséachlich in der Lunge exprimiert wird, das S-Protein, um so die Fusionsaktivitat
zu aktivieren [213]. Nach der Membranfusion wird die genomische RNA ins Zytosol
freigesetzt. Die genomische RNA rekrutiert dann Wirts-Ribosomen und dient als Matrize
fur die Translation der beiden grofen ORFs l1a und 1b. Aus den entstehenden
Polyproteinen ppla und pplab werden durch proteolytische Spaltung durch virale
Proteasen die 16 Nichtstrukturproteine freigesetzt [249]. Die Entstehung von pplab ist
dabei abhangig von einer -1 ribosomalen Leserasterverschiebung genau vor dem
Endcodon von ORF1, wodurch ppla um das ORF1b-kodierte Polyprotein verlangert wird
[60]. NSP1, welches sehr schnell freigesetzt wird, vermittelt eine Verminderung der
Translation der Wirts-mRNA [20, 208]. Die anderen Nichtstrukturproteine formen
Proteinkomplexe, die an der viralen RNA-Synthese beteiligt sind und als replication—
transcription complexes (RTCs) bezeichnet werden [218]. Die Nichtstrukturproteine 12-
16 beinhalten die enzymatischen Kernfunktionen fur die RNA-Synthese und -
Modifikation [218]. Die RNA-Synthese erfolgt durch die NSP12 RNA-abhéngige RNA-
Polymerase (RdARP) mit den beiden Kofaktoren NSP7 und NSP8 [65]. Die anderen
Nichtstrukturproteine modulieren die Immunantwort des Wirts oder sind an der Bildung
spezieller Replikationsorganellen beteiligt, wo die RNA-Synthese stattfindet (Abb. 10)
[41, 219]. Mit der genomischen RNA als Matrize werden durch die RNA-Synthese sowohl
ein komplettes komplementares Genom zur Synthese neuer genomischer RNA als auch
sugbenomische (sg) Minusstrang-RNAs synthetisiert. Diese sg RNA wird wiederum zur
Synthese von positivstrangiger mRNA verwendet [246, 249]. Die sg mRNA wird zur
Translation der Strukturproteine sowie der akzessorischen Proteine genutzt [252]. Die
Assemblierung der Strukturproteine findet am ER-to-Golgi intermediate compartment
(ERGIC) statt, wo die Interaktion mit RNA, die durch das N-Protein eingekapselt ist, zur
Knospung in das Lumen sekretorischer Vesikel fiihrt. Die Virionen verlassen schlief3lich

Uber Exozytose die Zelle [249].
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Als Therapieansatz wurde immer wieder die Inhibition der RARP in Betracht gezogen. So
wurde der direkt-antiviral wirksame Arzneistoff Remdesivir in Studien mit einer verkirzten
Infektionsdauer hospitalisierter Patienten in  Verbindung gebracht und als
Notfallmedikament zugelassen [16, 73]. Remdesivir wird durch die RdRP bevorzugt
anstelle von Adenosin in die RNA eingebaut und fuhrt dadurch zu einem verspéateten
Kettenabbruch und einer so genannten ,Template-abhangigen Inhibition®, bei der
Remdesivir im Matrizenstrang wahrend der nachsten Replikationsrunde den Einbau des

komplementéren Nukleotids verhindert [72, 232].

1.3.2 SARS-CoV-2 und IFNa

Die Wechselwirkung von IFNa und den Coronaviren im Allgemeinen ist relativ gut
erforscht. Jedoch gibt es zum Teil gravierende Unterschiede zwischen SARS-CoV-1 und
SARS-CoV-2 beziglich der Wirksamkeit von IFNa. Wahrend grundsatzlich alle
Coronaviren aufgrund ihrer Replikationszwischenprodukte durch TLR3, TLR7, TLRS8
sowie RIG-I und MDAS5 erkannt werden kdnnen, zeigen SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2
im Vergleich zu den gewohnlichen saisonalen Coronaviren, die hohe IFN-Level
induzieren, nur eine stark abgeschwachte Expression von IFN. Die ist vermutlich auf
diverse Evasionsmechanismen zurtckzufuhren [108, 177, 194]. Ein Mechanismus zur
Evasion stellt die RNA-Synthese an den Replikationsorganellen dar, die die
Replikationszwischenprodukte vor Erkennung durch RIG-I und MDA5S schitzen [224].
AuRBerdem kann das Virus die 5-Enden seiner mRNA durch NSP10/NSP16
Heterodimere methylieren und so die Struktur der Wirts-mRNA nachahmen [248]. Auch
das Anbringen einer Cap-Struktur an das 3"-Ende durch weitere Nichtstrukturproteine
schitzt vor der Erkennung durch verschiedene PRRs [158, 248]. Zudem wird die PRR-
Signalweiterleitung durch SARS-CoV-2 inhibiert, u.a.: Bindung des N-Proteins an RIG-I,
um dessen Bindung an PAMPs zu inhibieren; ORF6 blockiert die nukleare Translokation
von IRF3; ORF9b fuhrt zur Degradation von MAVS; NSP3 inhibiert die IRF3-
Phosphorylierung [108, 158, 170]. Neben der IFN-Induktion wirkt SARS-CoV-2 aber auch
dem IFN-Signalweg und der ISG-Expression entgegen. Neben der Degradation von
IFNAR1 wurde gezeigt, dass NSP1, ORF3b und ORF6 die Phosphorylierung von STAT1
sowie dessen Translokation in den Nukleus negativ beeinflussen kdnnen [114, 254].
NSP1, NSP7, NSP9 und NSP16 beeinflussen zuséatzlich die gesamte Proteinsynthese

und den Proteintransport des Wirts und supprimieren so die ISG-Expression [13, 235].
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Trotz dieser zahlreichen Evasionsstrategien konnte in vitro gezeigt werden, dass die
Stimulation mit rekombinantem IFN zu einer starken Inhibition der Replikation von SARS-
CoV-2 fuhrt — im Gegensatz zu SARS-CoV-1, wo kein signifikanter Effekt beschrieben ist
[134]. Warum der Effekt von IFN so unterschiedlich ist, stellt eine Fragestellung von
grofRem Interesse dar. Ein Sequenzalignment von viralen Proteinen zeigte, dass die
grof3ten Unterschiede zwischen SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2 in ORF6 liegen, das nur
zu 69 % konserviert ist, und ORF3b ist in SARS-CoV-2 deutlich verkurzt, weshalb diese
beiden Proteine als Grund fir die beobachteten Unterschiede diskutiert werden [134].
Ergebnisse einer anderen Studie deuten jedoch darauf hin, dass die verkirzte Form von
ORF3b sogar ein effizienterer IFN-Antagonist ist als das SARS-CoV-1 Ortholog [112]. Ein
weiterer IFN-Antagonist ist ORF7a, welches ubiquitiniert werden kann und
wahrscheinlich STATZ2 inhibiert [29, 190]. ORF8 inhibiert die Aktivitait des ISRE-
Promotors und somit ebenfalls den IFN-Signalweg [123, 264]. Schlielich ist ORF9b in
der Lage inhibierend auf MAVS zu wirken und damit ebenfalls die IFN-Antwort zu
supprimieren [190].

Welche wichtige Rolle IFN wéahrend einer SARS-CoV-2-Infektion spielen zeigt auch eine
Studie, bei der Patienten mit asymptomatischem oder mildem Verlauf mit Patienten mit
lebensbedrohlichen Symptomen in Bezug auf Autoantikdrper gegen Typ-I-IFN verglichen
wurden. Wahrend keiner der Patienten mit mildem Verlauf Autoantikorper aufwies, waren
dies in der anderen Gruppe mit schwerem Verlauf 10 %, davon ein Grol3teil gegen IFNa-
Subtypen [14].

Dariiber hinaus wurde der therapeutische Einsatz von IFN gegen SARS-CoV-2 auch in
diversen klinischen Studien untersucht [92, 161, 281]. In China wurde IFNa2 zudem
erfolgreich in Form von Nasentropfen als Prophylaxe fir Mitarbeiter im

Gesundheitswesen eingesetzt [157].
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Die Expression von IFNa-Subtypen im Rahmen der angeborenen Immunantwort stellt
einen essentiellen und effektiven Bestandteil der antiviralen Abwehr dar. Von den zwolf
humanen IFNa-Subtypen ist bislang nur IFNa2 klinisch zugelassen. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass verschiedene Subtypen abhangig von der Virusinfektion teils
deutlich starkere antivirale Effekte aufweisen. Die molekularen Mechanismen, die diese
unterschiedlichen antiviralen Aktivitaten charakterisieren, konnten bisher nicht vollstandig
identifiziert werden. Sowohl die zelltyp- und virusspezifische Induktion von IFNa-
Subtypen als auch die Expression von ISGs stellen mégliche Ursachen dar. Ebenso
kénnten strukturelle Unterschiede auf Aminosédureebene zwischen den Subtypen eine
wichtige Rolle spielen. In dieser Arbeit werden daher anhand von HBV, flr dessen
Behandlung IFNo2 eingesetzt wird, und SARS-CoV-2, das ein Virus von grol3em
aktuellem Interesse darstellt, die Induktion, der antivirale Effekt und die Modulation des
antiviralen Effekts von IFNa-Subtypen untersucht.

Zur Untersuchung der Induktion werden virusspezifische Zielzellen mit HBV oder SARS-
CoV-2 infiziert, um die PRR-vermittelte Induktion von IFN auf mRNA- und Protein-Ebene
zu untersuchen. AnschlieBend werden die antiviralen Effekte der IFNa-Subtypen in
Zelllinien und Primérzellen mit spezifischen Methoden charakterisiert und die Expression
von Schlissel-ISGs mittels gPCR analysiert. Fir HBV soll im Speziellen die Expression
von APOBEC3-Genen, die mit der Eradikation von cccDNA in Verbindung gebracht
werden, in differenzierten HepaRG Zellen untersucht und zusétzlich mit der Expression
in HBV-infizierten Zellen verglichen werden. Fir SARS-CoV-2 werden die Subtyp-
spezifischen Expressionsmuster durch Transkriptom- und Proteomanalyse untersucht,
um mogliche Schlissel-Effekte in der antiviralen Antwort zu identifizieren. Der mdgliche
Nutzen einer Kombinationstherapie wird fir SARS-CoV-2 durch Kombination von IFNa-
Subtypen und dem antiviral wirksamen Medikament Remdesivir bestimmt. Weiterhin wird
die Modulation des antiviralen Effekts fur beide Viren durch Kombination mit dem
proinflammatorischen Zytokin IL-13 untersucht.

Daruber hinaus wurden auf Basis von IFNo2 gezielt IFNa2/a6- bzw. IFNa2/[FNa14-
Mutanten erzeugt. Der antivirale Effekt dieser Mutanten wird untersucht, um mdgliche
wichtige strukturelle Regionen flr die unterschiedlichen Effekte der IFNa-Subtypen zu
identifizieren. Mdgliche effiziente Mutanten kdnnten schneller Anwendung in der Klinik

finden als die Zulassung eines komplett neuen IFNa-Subtyps.
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3 Material

3.1 Gerate

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Geréate
Gerat Hersteller
5200 Fragment Analyzer System Agilent Technologies
-80 °C Gefrierschrank MDF-U73V Sanyo
Airclean600 PCR Workstation StarLab
Auflichtmikroskop CK2 Hund
Auflichtmikroskop LabAl AX10 Zeiss
Branson Sonifer 250 Branson
Brutschrank alaxy 48R Eppendorf
CO:z2 Inkubator MCO-170AICUVD-PE PHCDbi
COz2 Inkubator MCO-20AIC Sanyo
Elektrophoresesystem Biorad
EPS 301 Power Supply Cytiva
Graham-Kondensator Thermo Fisher Scientific
Heizmischer Thermomixer Comfort Eppendorf
lllumina NovaSeq 6000 lllumina
Inverses Mikroskop Wilovert S Hund
Kihl-Gefrierkombination CN 47 13-20  Liebherr
Lichtmikroskop Axio LA.1 Zeiss
Manuelle Pipetten (2,10,20,200,1000ul) StarLab, Eppendorf
Masterflex™ L/S™ Easy-Load™ II Masterflex
MaxQ™ 4000 Tischorbitalschttler Thermo Fisher Scientific
Multifuge 3SR+ Heraeus
Neubauer-Zahlkammer Hecht-Assistent
Pipettierhilfe Ergo One Fast StarLab
Q Exactive HF Orbitrap Thermo Fisher Scientific
gTower2.0 Analytik-Jena
Sicherheitswerkbank HeraSafe ™ Thermo Fisher Scientific
Sorvall® RC 6 Plus Thermo Fisher Scientific
Tecan Spark Tecan

Ultimate 3000 RSLCnano HPLC Dionex
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Uv-6 SIM
UV-Transilluminator
VIAFLOW elektronische Pipette

Vortexmischer Genius 3

Herolab

Integra

Waage Scout Pro Ohaus
Wasserheizbad GFL Oehmen
Zentrifuge 5415R Eppendorf

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

3.2 Verbrauchmaterialien

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchtsmaterial
96-Well-PCR-Platte, Semi-Skirted, weil3
Acclaim™ PepMap™ 100 C18-LC-Saulen
Amicon Zentrifugationsfilter
Becherglaser

Cryo-Tubes, 2ml

Einmalspritzen, steril, 2 ml
Erlenmeyerkolben

Handschuhe Vasco Nitril

HighTrap QXL 5 ml
Histoacryl-Gewebekleber, blau
LumiNunc, 96well, weil3, FP, unsteril

Mr. Frosty™ Gefrierbehélter
Piepttenspitzen, steril 300 pl

Pinzetten

Pipettenspitzen, steril & unsteril
PP-Rohrchen mit Schraubverschluss, 15ml & 50 ml
Reagenzien-Reservoir, steril
Reaktionsgefalie, steil, 0,5 -2 ml
Schraubverschlussrohrchen, steril, 1,5 ml
Spritzenfilter 45 pum

Stabpipette, steril, 5 ml, 20ml, 25m|

Intas Science Imaging

IKA Labortechnik

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

StarLab

Thermo Fisher Scientific
Merck

Schott

Greiner Bio One

Braun

Schott

Braun

GE Healthcare

Braun

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Integra Bioscience
Braun

StarLab

Greiber Bio One

Integra Bioscience
Eppendorf

Eppendorf

Roth

Greiner Bio One
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VASOFIX Braunile 20 G 33 mm rosa

Xtra-Clear Advanced Polyolefin StarSeal (QPCR)
Zellkulturflasche, steril (T25, T75, T175)
Zellkulturplatte, steril, (12, 24, 48 Well)
Zellkulturplatte, steril, 96 Well

Zellkulturplatten mit Kollagenbeschichtung
Zentrifugenflasche, Nalgene, 500 ml

Zentrifugenrohrchen, Oak Ridge, Nalgene, 50 ml

3.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie oder Reagenz

4’,6-Diamidino-2-phenyl-indol —dihydrochlorid (DAPI)

Acetonitril (ACN)

Acrylamid

Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat

Arginin

Beetle-Juice Luciferase assay Firefly
b-Mercaptoethanol

Bronchial Epithelial Cell Medium-basal (BEpiCM-b)
Bronchial Epithelial SingleQuots™ Kit
Buffer RLT

Carbenicillin Dinatriumsalz
Carbenicillin-Dinatriumsalz

Coomassie Brilliant Blue

Cytiva Sera-Mag Carboxyl-Magnet-Beads
Diethiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid Hybri-Max™ (DMSOQO)
DMEM

DMEM/F12 (1:1)

DNA/RNA Shield

Braun

StarLab

Greiner Bio One
Greiner Bio One
Sarstedt

Corning

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Hersteller
Sigma-Aldrich
Roth
Applichem
Roth

Roth
Applichem
PJK Biotech
Applichem
ScienCell
Lonza

Qiagen

Roth

Roth

BioRad

GE Healthcare
Thermo Fisher Scientific
Applichem
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
PAN Biotech

Zymo Research
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EC-23

EDTA - Lésung pH 8,0 (0,5 M)
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), human
Fast-Media® Amp Agar

Fetales Kéalberserum (FCS)
Formaldehyd-Ldsung 30 %, methanolarm
G418 (Geneticin)

GelRed

Guanidinium-Hydrochlorid

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)
HEPES

Hydrocortison

Hygromycin B Gold

Insulin-Lésung, human

lodacetamid (IAA)

Kollagenase Typ IV

Kristallviolett

LB-Medium (Luria/Miller)

llumina Free Adapter Blocking Reagent
Lysis Juice

Lysozym (Huhn)

MEM

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Deoxycholate Detergenz (NaDOC)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Pyruvat (100 mM)
Nicht-essenzielle Aminosauren 100x (NEAA)
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml (P/S)
Phalloidin, CF®594

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Poly I:C, hohes Molekulargewicht
Polyethylenglykol 8000 (PEG 8000)

Roti Histofix 10 %

Tocris

Applichem

PeproTech

InvivoGen
Sigma-Aldrich

Roth

InvivoGen

Biotium

Roth

PanBiotech

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
InvivoGen

PAN Biotech
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roth

Applichem

lllumina

PJK Biotech
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Applichem

Thermo Fisher Scientific
Applichem

Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
BioTrend

Thermo Fisher Scientific
InvivoGen

Roth

Roth



Material

31

RPMI 1640
Schwefelsaure, 2N
SOC-Medium
Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Thio-Urea

TMB Substrat
Trifluoressigsaure
Tris-Acetat

Tris-HCI

Triton X-100

Triton X-114
Trypanblau-Lésung (0,4 %)
Trypsin, MS gepruft
Trypsin-EDTA (0,05 %)

Thermo Fisher Scientific
Roth

NEB

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
BioLegend

Roth

Roth

Applichem

Roth

Roth

Thermo Fisher Scientific
SERVA

Thermo Fisher Scientific

Tween 20 Applichem
Urea SERVA
William’s Medium E mit stabilem Glutamin PAN Biotech

3.4 Kommerzielle Kits

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete kommerzielle Kits
Bezeichnung Hersteller
Hepatitis B surface antigen ELISA Kit Abnova
HiScript Il Q RT SuperMix for g°PCR Vazyme
Human IFN Alpha Sampler Set PBL Assay Science
Luna Universal gPCR MasterMix NEB
Monarch Plasmid Miniprep Kit NEB
NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library NEB
NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit llumina

NucleoSpin Tissue

Macherey-Nagel

Orangu Cell Counting Solution

Cell guidance systems

Quick-RNA Miniprep Kit

Zymo Research

QuikChange Il Kit

Agilent

ToxinSensor™ Gel Clot Endotoxin Assay Kit

GenScript
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3.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung
Antikorper-Ldsung PBS
1% FCS

Antikdrper nach Protokoll

Blockierungs-Puffer PBS
3% FCS
Calcium-L6sung Leber-Spullésung
5mM CacCl:
Collagenase-L6sung Calcium-LOsung

1 mg/ml Collagenase IV

EGTA-LOsung Leber-Spullésung
500 uM EGTA

GEFI-Puffer H20
20 mM Tris-HCI
500 mM NacCl
pH 7,5

IFN-Dialyse-Puffer H20
25 mM Tris-HCI
pH 7,45

IFN-Wasch-Puffer 1 H20
50 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
0,5% Triton X-100
pH 8
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IFN-Wasch-Puffer 2

IONEX-Puffer A

IONEX-Puffer B

Kristallviolett-L6sung

Leber-Spullésung

Permeabilisierungs-Puffer

Solvent A

Solvent B

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

H20

50 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
pH 8

H20
25 mM Tris-HCI
pH 8

H20

25 mM Tris-HCI
1 M NacCl

pH 8

PBS

10 % Ethanol

0,1 % Kiristallviolett
0,37 % Formaldehyd

HBSS
2 % HEPES
20 pg/ml Gentamicin

PBS
1 % Triton X-100

H20
0,1 % Ameisensaure

H20
0,1 % Ameisensaure

84 % Acetonitril

H20
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0,4 M Tris-Acetat
0,01 M EDTA

Urea-Puffer H20
30 mM Tris-HCI
7 M Urea
2 M Thiourea
0,1 % NaDOC
pH 8,5

Wasch-Puffer PBS
0,05 % Tween 20

3.6 Nahrmedien

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Nahrmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

Einfriermedium Zelllinien 90 % FCS
10 % DMSO

Kulturmedium Vero E6 Zellen DMEM
10 % FCS
1% P/S
1% NEAA

Kulturmedium HepaRG Zellen William’s Medium E (mit stabilem Glutamin)
10 % FCS
1% P/S
1 % NEAA
50 uM Hydrocortison

5 pug/ml humanes Insulin

Differenzierungsmedium HepaRG Kulturmedium HepaRG Zellen
Zellen 1,7 % DMSO (Hybri-Max™)

Infektionsmedium HepaRG Zellen Kulturmedium HepaRG Zellen
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Kulturmedium 1 HepG2.117

Kulturmedium 2 HepG2.117

Kulturmedium PHHs

Leber-Basismedium

Infektionsmedium PHH

4 % PEG 8000
1,7 % DMSO (Hybri-Max™)

RPMI 1640

10 % FCS

1% P/S

1% NEAA

1 % HEPES

100 pg/ml Hygromycin B

500 pg/ml G418 (frisch zugeben)

RPMI 1640

2% FCS

1% P/S

1% NEAA

1% HEPES

1% DMSO

500 pg/ml G418 (frisch dazugeben)

William’s Medium E mit stabilem Glutamin
10 % FCS

1% P/S

1% NEAA

50 uM Hydrocortison

5 pug/ml humanes Insulin

2 % DMSO (Hybri-Max ™)

25 ng/ml EGF (frisch dazugeben)

DMEM/F12 (1:1)
1% P/S

Kulturmedium PHHs ohne DMSO
4 % PEG 8000
2 % DMSO (Hybri-Max™)
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Kulturmedium Calu-3

Kulturmedium ISRE-luc

Kulturmedium hAE Zellen

3.7 Antikorper

MEM
10 % FCS
1% P/S

1 % Natrium-Pyruvat

DMEM

10 % FCS

1% PIS

500 pg/ml G418 (frisch zugeben)

DMEM/BEpICM-b (1:1)

1%P/S

1,25 % HEPES

Bronchial Epithelial SingleQuots Kit
SmM EC-23

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper

Bezeichnung (Klon) Wirt Arbeits- Bezugsquelle
konzentration

SARS-CoV-2 Nukleocapsid | Maus 0,2 pg/ul Antikoerper-

Antikorper (1C7) online.de

Ziege IgG anti-Maus IgG (H+L)- | Ziege 0,5 pg/ul Dianova

Alexa Fluor 488, MinX keine

(Polyklonal)

Ziege IgG anti-Maus IgG (H+L)- | Ziege 0,5 pg/ul Dianova

HRPO, MinX keine (Polyklonal)

3.8 Zelllinien
Calu-3:

Calu-3 Zellen sind adharente Epithelzellen aus dem Lungen-Adenokarzinom eines 25

Jahre alten Mannes [1]. Die Zellen werden oft als Modell fur Epithelzellen der humanen
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Atemwege genutzt, um mdogliche Wirkstoffe gegen Krebs zu untersuchen [116]. Die
Zellen sind auch suszeptibel fir eine Infektion mit SARS-CoV-2 [185].

HepaRG:
Die adharente, humane Leberzelllinie HepaRG stammt aus einem gut differenzierten

Lebertumor einer Patientin, die mit dem Hepatitis C Virus infiziert war und unter einer
Leberzirrhose litt. Unter dem Einfluss von Corticosteroiden und DMSO differenzieren
HepaRG Zellen zu zwei Zellpopulationen aus und ahneln in ihrer Morphologie und ihren
Eigenschaften zum einen primaren humanen Hepatozyten (PHH) und zum anderen
Cholangiozyten. Gut differenzierte HepaRG Zellen unterstitzen den kompletten
Replikationszyklus des Hepatitis B Virus und eignen sich daher sehr gut fur die
Untersuchung der HBV Infektion [74, 147].

HepG2.117:
HepG2.117 Zellen sind ein Derivat der adharenten, humanen Leberzelllinie HepG2.

HepG2 Zellen wurden 1975 aus der Biopsie eines Lebertumors eines 15 Jahre alten
Jungen aus Argentinien isoliert, der zunachst als hepatozellulares Karzinom klassifiziert
wurde [3]. Spater wurde jedoch gezeigt, dass es sich wahrscheinlich um ein
Hepatoblastom handelte [135]. Das Derivat HepG2.117 entstand durch die stabile
Transfektion von HepG2 Zellen mit einem HBV-Expressionsvektor, bei dem die
Transkription von pgRNA durch ein Tet-off System kontrolliert wird [226]. Die Zellen
eignen sich zur Herstellung von infektiosen HBV Partikeln des Genotyps D (Serotyp ayw).

ISRE-luc:

Die ISRE-luc Reporterzelllinie besteht aus Retina-Epithelzellen, die aus den Augen eines
19-jahrigen Mannes isoliert wurden und adharent wachsen [52]. Die Zelllinie wurde stabil
mit einem Plasmid transfiziert, welches Firefly-Luciferase unter der Kontrolle des ISRE
kodiert.

Vero EG6:

Vero E6 Zellen sind ein Klon der Vero-Zelllinie. Vero Zellen wachsen adharent und
wurden ursprtnglich in der 1960er Jahren aus der Niere einer adulten Griinmeerkatze
der Art Cercopithecus aethiops isoliert. Die Zellen werden aufgrund ihrer Suszeptibilitat

gegenuber zahlreicher Viren hauptsachlich in der virologischen Forschung verwendet.
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[8]. Vero Zellen haben einen Defekt in der Produktion von Typ-I-Interferonen, jedoch eine

funktionale Typ-I-Interferon Signalkaskade [48].

3.9 Primarzellen

Humane airway epithelial Zellen:

Humane airway epithelial Zellen (hAE Zellen) stellen natirliche Zielzellen fur die SARS-
CoV-2-Infekton dar und spiegeln die natiurlichen physiologischen Gegebenheiten im
respiratorischen Trakt wider, einschlief3lich Zilienschlag und Mukusproduktion. Die Zellen
werden als air liquid interface (ALI) kultiviert, d.h. die Zellen werden adharent in einem
Transwell kultiviert. Basal befindet sich das Medium inklusive aller Stimulantien, apikal
sind die Zellen der Luft ausgesetzt und sondern Mukus ab. Die Waschungen zur

Bestimmung der viralen Titer werden ebenfalls apikal durchgefihrt.

Primare humane Hepatozyten:

Primare humane Hepatozyten sind adharente Zellen und stellen den grof3ten Teil an
Zellen in der Leber dar. Die Zellen kénnen aus Leberresektaten isoliert werden und
ermoglichen die Untersuchung einer HBV-Infektion. Sie exprimieren zudem zahlreiche
funktionsfahige TLRs [28].

3.10 Bakterien

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Bakterien

Bezeichnung Bezugsquelle
Kompetente E.coli (TG1) Zymo Research
3.11 Viren
Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Viren
Bezeichnung Bezugsquelle
HBV, Genotyp D Mengji Lu (UK Essen), [130]

SARS-CoV-2 Adalbert Krawczyk (UK Essen), Patientenisolat [81]
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3.12 Plasmide
Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Plasmide
Bezeichnung Charakteristika Bezugsquelle
pSM2/HBV; HBV-Standard basiert auf dem Vektor pSM2 | Mengji Lu (UK
und enthélt das HBV-Genom Essen)

pT7T3 IFNA1

pT7T3 IFNA1O

pT7T3 IFNA14

pT7T3 IFNA16

pT7T3 IFNA17

pT7T3 IFNA2

pT7T3 IFNA21

Expressionsvektor pT7T3 mit

kodierender Sequenz fur IFNa1

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender = Sequenz  fur

IFNa10; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  fur

IFNa14; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa16

Sequenz  flr

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  fur

IFNa17; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit

kodierender Sequenz fur IFNa2

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa21

Sequenz  flr

Jacob Piehler (Uni
Osnarbrick)

GeneArt/Thermo

Scientific

GeneArt/Thermo

Scientific

Jacob Piehler (Uni
Osnarbriick)

GeneArt/Thermo

Scientific

Jacob Piehler (Uni

Osnarbrtick)

Jacob Piehler (Uni

Osnarbrick)
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pT7T3 IFNA2-ASVT

pT7T3 IFNA2-EIFK

pT7T3 IFNA2-MS

pT7T3 IFNA2-NNEMM

pT7T3 IFNA2-NNEMMM

pT7T3 IFNA2-PEIFKF

pT7T3 IFNA2-PF

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa2-ASVT; E. coli Kodon-

optimiert

Sequenz  fur

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa2-EIFK; E. coli Kodon-

optimiert

Sequenz  fur

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr
IFNo2-MS; E. coli

optimiert

Kodon-

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr
IFNa2-NNEMM; E. coli Kodon-

optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa2-NNEMMM,; E. coli

Kodon-optimiert

Sequenz  fir

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender
IFNa2-PEIFKF; E. coli Kodon-

optimiert

Sequenz  fir

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr
IFNa2-PF; E. coli

optimiert

Kodon-

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)
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pT7T3 IFNA2-QASMT

pT7T3 IFNA4

pT7T3 IFNAS

pT7T3 IFNAG

pT7T3 IFNA7

pT7T3 IFNA8

3.13 Oligonukleotide

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr
IFNa2-QASMT; E. coli Kodon-
optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr

IFNa4; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr

IFNa5; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr

IFNa6; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit
kodierender  Sequenz  flr

IFNa7; E. coli Kodon-optimiert

Expressionsvektor pT7T3 mit

kodierender Sequenz fur IFNa8

Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen)

GeneArt/Thermo

Scientific

GeneArt/Thermo

Scientific

GeneArt/Thermo

Scientific

GeneArt/Thermo

Scientific

Jacob Piehler (Uni

Osnarbrtick)

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. fw = forward, rv = reverse

Bezeichnung Sequenz Konzentration | Volumen PCR
APOBECSB fw gaccctttggtccttcgac 10 uM 0,5 ul
APOBECSB rv gcacagccccaggagaag 10 uM 0,5 ul
APOBEC3C fw agcgcttcagaaaagagtgg 10 uM 0,5 ul
APOBEC3C rv aagtttcgttccgatcgttg 10 uM 0,5 ul
APOBEC3D fw acccaaacgtcagtcgaatc 10 uM 0,5 ul
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APOBEC3D rv cacatttctgcgtggttctc 10 pM 0,5 ul
APOBECS3F fw ccgtttggacgcaaagat 10 uM 0,5 ul
APOBECSF rv ccaggtgatctggaaacactt 10 uM 0,5 ul
APOBECS3G fw ggttacctgcttcacctcct 10 uM 0,5 ul
APOBECS3G rv atcatagatgcgggcagtga 10 pM 0,5 ul
APOBEC3H fw cggaatgtttcggctgtt 10 uM 0,5 ul
APOBEC3H rv agctgtggccagaagcac 10 uM 0,5 ul
GAPDH fw caaggtcatccatgacaactttg | 10 uM 0,5 ul
GAPDH rv gtccaccaccctgttgctgtag 10 uM 0,5 ul
HBV fw cccgtttgtcctctaattce 10 uM 1l

HBV rv gtccgtaggttttgtacagce 10 uM 1 pl

IDO1 fw caaaggtcatggagatgtcc 10 uM 0,5 ul
IDO1 rv ccaccaatagagagaccagg 10 uM 0,5 ul
IFI35 fw aacaaaaggagcacacgatca | 10 uM 0,5 ul
IFI35 rv ctccgttcctagtcttgccaa 10 uM 0,5 ul
IFITM3 fw ggtcttcgctggacaccat 10 uM 0,5 ul
IFITM3 rv tgtccctagacttcacggagta 10 pM 0,5 ul
IFNA fw* tccatgagvtgatbcagcaga 1,67 uM 3ul

IFNA rv atttctgctctgacaacctccc 1,67 uM 3ul

IFNB fw agctgaagcagttccagaag 1 uM 1,5ul
IFNB rv agtctcattccagccagtgc 1uM 1,5ul
ISG15 fw gcgaactcatctttgccagt 10 uM 0,5 ul
ISG15 rv cttcagctctgacaccgaca 10 pM 0,5 ul
ISG20 fw tagccgctcatgtcctcttt 10 uM 0,5 ul
ISG20 rv tgagggagagatcaccgatt 10 uM 0,5 ul
MX1 fw tggcataaccagagtggctg 10 uM 0,5 ul
MX1 rv caccaccaggctgattgtct 10 uM 0,5 ul
OAS2 fw acccgaacagttcccectggt 10 uM 0,5 ul
OAS2 rv acaagggtaccatcggagttgcc | 10 uM 0,5 ul
Tetherin fw aagggctttcaggatgtgga 10 uM 0,5 ul
Tetherin rv tttgtccttgggccttctct 10 uM 0,5 ul

*b=c,godert;v=a,coderg
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3.14 Software

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Software

Array Studio software v10.2.5.9 QIAGEN

Cytoscape (v.3.8.2) Cytoscape Consortium

Four Parameter Logistic (4PL) Curve Calculator AAT Bioquest

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) QIAGEN

MaxQuant (v.1.6.17) Max Planck Institut fir Biochemie
Prism 8 GraphPad

R (v.3.6.2) The R foundation

STRING (v.11) STRING Consortium
SynergyFinder Webapplikation 2.0 SynergyFinder

Tecan Spark Software 3.1 Tecan
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4 Methoden
4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in einem CO2-Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen wurden in der Regel zweimal
die Woche passagiert, lediglich die HepaRG Zellen wurden nur einmal wéchentlich
subkultiviert.

Zum Passagieren wurde zunachst das Medium von den Zellen abgenommen.
Anschliel3end wurden die Zellen einmal mit einer gleichen Menge PBS gewaschen, kurz
mit Trypsin-EDTA bedeckt und solange bei 37°C inkubiert bis die Zellen sich ablésten.
Danach wurden die gesamten Zellen in Kulturmedium aufgenommen und ein Teil in eine
neue Zellkulturflasche mit frischem Medium zur weiteren Kultivierung gegeben.

Bei den HepaRG Zellen wurde nach dem Abldsen zunachst die Zellzahl bestimmt und im
Anschluss 2,6 x 10 Zellen/cm? in eine neue Flasche ausgesat.

4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden diese in Einfriermedium, bestehend aus 90 %
FCS und 10 % DMSO, eingefroren. Daflr wurden die Zellen wie beschrieben abgeldst
und gezahlt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert und in
Einfriermedium mit einer Zelldichte von 2 x 10°% Zellen/ml aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde zugig zu je 1 ml auf Kryordhrchen aufgeteilt und in einem mit
Isopropanol gefullten Mr. Frosty™ Gefrierbehélter bei -80°C Uber Nacht eingefroren. Die
Benutzung des Gefrierbehalters ermoglicht ein kontrolliertes Abkihlen der Zellen mit
einer Geschwindigkeit von 1°C/min. Das DMSO verhindert zudem die Bildung von
Eiskristallen, die die Zellen zerstéren wirden. Am nachsten Tag wurden die Zellen zur
dauerhaften Lagerung in einem Stickstofftank eingelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C erwarmt und, nachdem sich die
Zellsuspension vollstandig verflussigt hat, zu 9 ml vorgewarmten Kulturmedium gegeben.
Dann wurden die Zellen bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert, das Medium dekantiert und
die Zellen in 10 ml PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in

entsprechendem Kulturmedium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche kultiviert.
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4.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dazu wurden 50 pl der Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau vermischt und auf die
Zahlkammer pipettiert. Nun wurden in vier GroRquadraten alle Zellen gezahlt, die keine
Blaufarbung aufwiesen und der Mittelwert pro Grof3quadrat berechnet. Durch
Multiplikation des Mittelwerts mit dem Kammerfaktor 1 x 104, der spezifisch fir die
Neubauer-Zahlkammer ist, ergibt sich die Zellzahl/ml.

4.1.4 Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Zellviabilitdit wurden die Zellen zunéchst entsprechend dem
Protokoll behandelt, fir das die Zellviabilitat Gberprift werden sollte. Im Anschluss wurde
Orangu Cell Counting Solution entsprechend des Herstellerprotokolls zu den Zellen
gegeben und die Zellen fur 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 450

nm gemessen und die Zellviabilitat relativ zu einer unbehandelten Kontrolle ermittelt.

4.1.5 Differenzierung von HepaRG Zellen

Die HepaRG Zellen wurden auf Basis des verotffentlichten Protokolls von Yi Ni und
Stephan Urban differenziert [167].

Zur Differenzierung wurden 6 x 10# Zellen in 300 pl Kulturmedium in den inneren 24 Wells
einer 48-Well-Platte ausgesat. Die aul3eren Wells wurden mit der gleichen Menge PBS
aufgeflllt, um die Verdunstung zu minimieren. Fur andere Platten wurden Zellzahl und
Medium entsprechend angepasst. Nach einer Woche wurde das Kulturmedium
gewechselt. Nach einer weiteren Woche Inkubation wurden das Kulturmedium
abgenommen und durch Differenzierungsmedium ausgetauscht, welches dreimal
wochentlich gewechselt wurde. Das im Differenzierungsmedium enthaltene DMSO fihrt
in Kombination mit der hohen Konfluenz durch die lange Kultivierung in der 48-Well-
Platten zur Ausdifferenzierung der HepaRG Zellen zu einem Hepatozyten-ahnlichen
Phenotyp [74]. Nach mindestens zweiwo6chiger Kultivierung mit Differenzierungsmedium

wurden die Zellen fir Versuche genutzt.

4.1.6 Isolation und Kultivierung von primaren humanen Hepatozyten
Primare humane Hepatozyten wurden aus Leberresektaten von Patienten des
Universitatsklinikums Essen isoliert basierend auf einem veroffentlichten Protokoll von

Melanie Werner und Ruth Broéring [258]. Nachdem ein Pathologe das Resektat fur die
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Forschung freigegeben hat, wurde es durch die Westdeutsche Biobank Essen an uns
Ubergeben (Projekt 18-WBE-048). Alle Patienten haben ihr schriftliches Einverstandnis
gegeben. Die Studie ist konform mit den ethischen Richtlinien der Deklaration von
Helsinki aus 1975. Ein entsprechender Ethikantrag wurde vom Ethikkomitee der
medizinischen Fakultat der Universitat Duisburg-Essen bewilligt (Ethikantrag 12-5232-
BO).

Zunachst wurde ein Graham-Kondensator mit einem Stativ fixiert und mit einem Schlauch
an ein Wasserbad angeschlossen, das auf 39°C erhitzt wurde, um so die Lésungen, die
spater durch die innere Spule des Graham-Kondensators gepumpt wurden, zu
erwarmen. Die innere Spule des Graham-Kondensators wurde mittels eines Schlauches
mit einer Peristaltikpumpe verbunden. An die Austritts6ffnung des Graham-Kondensators
wurde ebenfalls ein Schlauch fur den Efflux der Flissigkeit angeschlossen. Anschliel3end
wurde die Apparatur fur wenige Minuten mit 70 % Ethanol (vergallt) zur Reinigung
durchgespult. Danach wurde 5-10 min mit PBS gespult, um das Ethanol vollstandig aus
der Glasspule zu entfernen. Im Anschluss wurde kurz mit Leber-Spulldsung gespult, um
das PBS zu verdrangen, und eine VASOFIX Braunile 20 G 33 mm rosa wurde an das
Ende, an dem die Flussigkeit austrat, angeschlossen.

Das Leberresektat wurde in eine Petrischale gelegt und von auf3en mit Leber-Spulldsung
gereinigt, um Blutreste zu entfernen. Dann wurde die Brauntle in die verschiedenen
Gefal3e der Leber eingefuhrt und diese bei einer Einstellung von ca. 35 Umdrehungen
pro Minute (rpm, engl. revolutions per minute) der Peristaltikpumpe durchgespilt, um das
Blut aus dem Gewebe zu entfernen. Es wurde so lange gesplilt bis die Leber moglichst
blutleer ist, was an einer graulichen Verfarbung des Gewebes zu erkennen war. Danach
wurde das Gefald ausfindig gemacht, welches den gréf3ten Teil des Resektats durchzog
und dabei mdglichst ausreichend Abstand zur Leberkapsel aufwies um eine Perfusion
beim spéteren Verdau zu vermeiden. Die Braunile wurde im ausgewahlten Gefal fixiert
und die Schnittflache mit Histoacryl-Gewebekleber verklebt, sodass keine grofl3eren
Mengen Leber-Spullésung mehr austraten. Das Leberstlick sollte sich beim Spulen ruhig
aufbaumen, da dies auf einen erhdhten Innendruck hindeutete, der fir die folgenden
Schritte erwiinscht war. Anschlie3end wurden zunéchst ca. 40 ml EGTA-LOsung durch
die Leber gepumpt, dann wurden weitere ca. 60 ml fur 15-20 min durch das Gewebe
gepumpt, indem ein Kreislauf durch Platzieren von Eintritts- und Austrittsschlauch in der
Petrischale gebildet wurde. Durch die Spulung mit EGTA wurden Proteasen unspezifisch

inhibiert und Salze durch die Eigenschaft von EGTA als Chelatbildner aus dem Gewebe
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entfernt. Im Anschluss wurden 40 ml Calcium-L6sung durch das Gewebe gespilt und mit
60 ml der Collagenase-Ldsung je nach Lebergréf3e fir 10-20 min ein Kreislauf gebildet.
Ein erfolgreicher Verdau des Gewebes war an einer weichen, glibberigen Konsistenz zu
erkennen. Die Leber wurde dann tber einem Becherglas in ein Metallsieb (60 um) gelegt,
mit einer Schere zunéchst Reste des Gewebeklebers entfernt und die Leber dann
aufgeschnitten, sodass die Zellsuspension austrat. Durch leichtes Dricken mit einem
StoRel und Zugabe von Leber-Basismedium wurden die Zellen im Becherglas in maximal
200 bis 300 ml gesammelt. Die Zellsuspension wurde auf 50 ml R6hrchen aufgeteilt und
bei 50 x g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, die
Zellen je Rohrchen in 25 ml Leber-Spillésung resuspendiert und je zwei Rohrchen
vereinigt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, sodass nur noch 1 oder 2 Réhrchen
Ubrig und die Leber-Sptllésung nach dem Zentrifugieren moglichst klar war. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die Zellen in Leber-Basismedium aufgenommen und
gezahlt. Die Zellen wurden in Zellkulturplatten, die mit Collagen beschichtet waren,
ausgesat. Fur eine 24-Well-Platte wurden 5 x 10° Zellen/Well in 500 ul und fir eine 12-
Well-Platte 1 x 108 Zellen/Well in 1 ml pro Well ausgesat. Die Zellen wurden bei 37°C
inkubiert und dabei alle 15 min beherzt geschwenkt. Nach 60 min wurde das Medium
vorsichtig zu Kulturmedium gewechselt. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und danach in Kulturmedium, das dreimal wdchentlich gewechselt wurde,

weiterkultiviert.

4.1.7 Kultivierung von humanen AE Zellen

Die hAE Zellen wurden entweder von Spendern einer Lungentransplantation post mortem
(Ethikzustimmung der Universitat Duisburg-Essen 18-8024-BO and 19-8717-BO) oder
aus explantierten Lungen (Ethikzustimmung der Medizinischen Hochschule Hannover
3346/2016) erhalten und fur diese Arbeit isoliert und zur Verfigung gestellt. Die
Kultivierung und Differenzierung aus explantierten Lungen erfolgte wie von Hulda
Jonsdottir und Ronald Dijkman beschrieben [101]. Die hAE Zellen von Lungenspendern
wurden wie in der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Veroffentlichung isoliert und
kultiviert [209]. Das Medium auf der basolateralen Seite wurde dreimal wdchentlich

gewechselt.
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4.2  Virusherstellung und Titerbestimmung

4.2.1 Herstellung von infektiosen HBV Partikeln

Zur Herstellung von infektiosen HBV Partikeln wurde die Zelllinie HepG2.117 verwendet,
die stabil mit einem replikationskompetenten HBV Genom des Genotyps D (Serotyp ayw)
transfiziert wurde [226]. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz in Kulturmedium 1 kultiviert,
passagiert und zu gleichen Teilen auf 3 neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Nach zwei
Tagen, bzw. sobald die Zellen ca. 70-80 % konfluent waren, wurde das Medium durch
Kulturmedium 2 ersetzt. Das DMSO im Medium fuhrte hierbei zu einem Arrest in der G1-
Phase bei konstanter Virionenproduktion. Nach 5-6 Tagen wurde das Medium gesammelt
und bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden verworfen.

Sobald insgesamt mindestens ein Liter Zellkulturiberstand gesammelt wurde, wurde
dieser bei 150 g fir 10 min zentrifugiert und in ein sauberes Becherglas dekantiert.
Mithilfe eines 45 pum Spritzenfilters wurde der Uberstand sterilfiltriert. AnschlieRend
wurden 6 % PEG 8000 zugegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde der Uberstand bei 16.000 x g fiir 60 min bei 4°C zentrifugiert und mindestens 100-
fach konzentriert in PBS mit 10 % FCS aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C

eingefroren.

4.2.2 Bestimmung des HBV-Titers im Virusstock oder Zelliberstanden

Die Bestimmung des viralen Titers erfolgte mittels PCR. Zu diesem Zweck wurden 100
pl des Virusstock oder von Zellkulturiiberstanden zur lIsolation von DNA mit dem
NucleoSpin Tissue Mini Kit nach dem Herstellerprotokoll fur die Isolation viraler DNA aus
Blutproben verwendet. Dafur wurden die 100 pl Virus mit einem gleichen Teil PBS
vermischt. Es wurden 25 ul Proteinase K und 200 ul Buffer B3 zugegeben und die Probe
gevortext. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation flr zunachst 5 min bei RT, dann fur 26
min bei 70°C. Danach wurden 210 pl Ethanol (100 %) zugegeben und gemischt. Die
Probe wurde auf eine NucleoSpin Tissue Saule pipettiert und bei 11.000 x g fur 1 min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule erst mit 500 pl Buffer BW,
dann mit 600 pl Buffer B5 gewaschen. Die Probe wurden dann erneut bei 11.000 x g flr
1 min zentrifugiert um alle Pufferreste zu entfernen. Zum Eluieren wurden 50 ul Buffer
BE, der zuvor auf 70°C vorgewarmt wurde, auf die Membran der Saule gegeben, fir 1
min bei RT inkubiert und anschlieend bei 11.000 x g fur 1 min gefugt.
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Im Anschluss wurden eine 1:10 und eine 1:50 Verdinnung des Eluats hergestellt. Mit 1
pl jeder Verdiinnung als Template wurde in Triplikaten eine HBV-PCR durchgefiihrt und
die Kopienanzahl/pl mithilfe des pSM2-Standardplasmids berechnet.

4.2.3 Bestimmung des HBsAg Titers in Zellkulturiiberstdnden

Zur Messung von HBsAg in Zellkulturiberstanden wurden die Zellen fur 8 Tage infiziert,
um einen ausreichenden Titer zur Quantifizierung sicherzustellen. Um sicherzustellen,
dass im Laufe dieser Arbeit alle Proben gleich behandelt wurden, wurden alle Uberstande
einmal bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen und Erwarmen der Proben auf
Raumtemperatur, wurde das HBs-Antigen mittels Hepatitis B surface antigen ELISA Kit
nach Herstellerprotokoll quantifiziert. Zur spateren Erstellung einer Standardkurve
wurden durch 1:2 Verdinnung der beigefugten Positivkontrolle (8 ng/ml) mit PBS
insgesamt 9 Verdiinnungen hergestellt. Proben von PHH wurden ebenfalls 1:2 mit PBS
verdinnt. Danach wurden 50 pl aller Proben sowie der Standardreihe und einer
Negativkontrolle auf die ELISA-Platte pipettiert. Es wurden 50 ul Anti-HBs Peroxidase
Solution zu jedem Well auRer 2 Wells, die als Leerwert genutzt wurden, gegeben und fir
80 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte 6x mit der beiliegenden
Waschlésung gewaschen, trocken geklopft und 100 pul TMB Substrat (TMB Substrate
Solution A und TMB Substrate Solution B zu gleichen Teilen gemischt) zugegeben. Es
folgte eine Inkubation fir 20-30 min im Dunkeln. Als die Negativkontrollen anfingen sich
leicht blaulich zu farben, wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl Stop solution (2 N
H2S04) gestoppt und die Absorption bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620
nm mit dem Spark® 10M gemessen.

Die Auswertung erfolgte durch Berechnung einer Standardkurve und Kurvengleichung
durch logistische Regression mit 4 Parametern (4PL) mit der Web-Anwendung ,Four
Parameter Logistic (4PL) Curve Calculator” (AAT Bioquest). Die Absorptionswerte der
Messproben abziglich Leerwert wurden dort eingegeben, um mit der erzeugten

Gleichung die HBs-Antigen-Konzentration zu berechnen.

4.2.4 Herstellung von infektiosen SARS-CoV-2 Partikeln

Das SARS-CoV-2 Virus, das in dieser Arbeit verwendet wurde, wurde wie von Christiane
Silke Heilingloh und Adalbert Krawczyk beschrieben aus Patientenmaterial isoliert und
zur Verfugung gestellt [81]. Zur Vermehrung wurden 2 x 108 Vero E6 Zellen in einer T75

Zellkulturflasche ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit isoliertem Virus
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infiziert und fir 3 Tage bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Zelliberstand gesammelt
und Zellreste durch Zentrifugation bei 320 g fur 15 min entfernt. Der Uberstand wurde

dann aliquotiert und bei -80°C gelagert.

425 Bestimmung des SARS-CoV-2 Titers mittels Endpunkt-Verdinnung

Vero E6 Zellen wurden mit einer Zellzahl von 1 x 10* Zellen/Well in 200 pl in einer 96-
Well-Platte ausgeséat und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
Virus durch Zugabe von je 22 pl des Uberstands zur ersten Reihe der Platte mit 6
Replikaten 1:10 verdunnt. Durch Mischen und wiederholtes Verdinnen wurden
insgesamt 8 Verdiinnungen angefertigt und die Zellen fur 3 Tage bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt und 100 pl Kristallviolett-Losung zugegeben
und fur 5 min bei RT inkubiert. Die Kristallviolett-Losung wurde abgesaugt, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und die Zahl der Wells mit intaktem oder beschadigtem
Zellrasen bestimmt. Der TCIDso/ml (engl. Tissue culture infectious dose 50), also die
Menge an Virus, bei der 50 % der Wells infiziert sind, wurde mit dem Spearman & Karber
Algorithmus berechnet [103, 221]. Die Anzahl an PFU/ml (engl. Plague forming units),
also die Anzahl an Viruspartikeln pro Volumenmenge, die in der Lage sind Plaques zu
bilden, ergibt sich aus der Umrechnung PFU/ml = 0,7 x TCIDso/ml.

4.3 Stimulationen und Infektionsversuche

4.3.1 Infektion von dHepaRG Zellen und primaren humanen Hepatozyten mit HBV
Die Infektion wurde auf Basis des veroffentlichten Protokolls von Yi Ni und Stephan Urban
durchgefihrt [167].

Fur die Infektion wurde zunéchst ausreichend Infektionsmedium durch Zugabe von 40 %
PEG 8000 Stocklésung und DMSO zum Kulturmedium angesetzt. Danach wurde ein Tell
des Infektionsmediums fur die nicht zu infizierenden Wells beiseitegestellt und zum
restlichen Teil Virus in angegebener Menge zugegeben. Fur dHepaRG Zellen wurden
Ublicherweise 500, fuir PHHs 250 geqg/Zelle (engl. Genome equivalents), basierend auf
der urspriinglich ausgeséaten bzw. einer geschéatzten Zellzahl fir PHHs, zugegeben. Das
Medium wurde von den Zellen abgenommen und anschlieRend Infektionsmedium mit
oder ohne Virus zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend 20 — 24 h
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Inokulum abgenommen und die Zellen zweimal

mit PBS gewaschen. Danach wurde zur weiteren Kultivierung Differenzierungsmedium
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fur dHepaRG Zellen bzw. Kulturmedium fur PHHs verwendet, welches dreimal
wochentlich gewechselt wurde.

Die Stimulation mit IFN erfolgte bei Infektionsversuchen stets wie in den
Abbildungsbeschriftungen angegeben durch Zugabe von IFN nach der Zugabe von

frischem Medium.

4.3.2 Stimulation von PHHs mit HBV und Poly I:C zur Induktion von IFN

Zur Stimulation von PHHs mit HBV in 12-Well-Platten wurde wie fir die Infektion (siehe
Kapitel 3.3.1) beschrieben Infektionsmedium zu den Zellen gegeben. Fur die Stimulation
mit HBV wurde Virus mit einer Menge von 250 geg/well zu den Zellen gegeben. Als
Kontrolle fir die IFN-Induktion wurde der TLR3-Ligand Poly I:C (HMW) in einer
Konzentration von 10 pg/ml hinzu pipettiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der
Uberstand der Zellen gesammelt und bei -80°C eingefroren. Danach wurden 250 pl
DNA/RNA Shield zugegeben und fiir 2-3 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die

Lysate gesammelt und ebenfalls bei -80°C gelagert.

4.3.3 Infektion von humanen AE Zellen mit SARS-CoV-2

Vollstandig differenzierte hAE Zellen wurden vor der Infektion fiir 10 min mit HBSS apikal
gewaschen. Dann wurden die Zellen apikal mit 30.000 PFU verdinnt in HBSS infiziert.
Die Zellen wurden mit dem Inokulum bei 33°C fir 1 h inkubiert. Anschlieend wurde das
Inokulum abgenommen und die Zellen dreimal apikal mit 150 pl HBSS fur 10 min
gewaschen. Die letzte Waschung wurde gesammelt und bei -80°C als Zeitpunkt t = 0
gelagert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen apikal fir 10 min mit HBSS
gewaschen, die Waschungen gesammelt und mittels Endpunkt-Verdinnung die Virustiter
bestimmt.

Die Behandlung mit IFNa und Remdesivir erfolgte durch Zugabe direkt ins
Zellkulturmedium auf der basolateralen Seite der Zellen.

4.3.4 Stimulation von Calu-3 Zellen mit (UV-inaktiviertem) SARS-CoV-2 und Poly
I:C zur Induktion von IFN

Zur Stimulation von Calu-3 Zellen mit SARS-CoV-2 wurden 45cm? konfluente Zellen in

eine 24-Well-Platte mit 1 ml Medium/Well ausgesat und fur 2 Tage bei 37°C inkubiert.

Dann wurden zunachst zwei Aliquots SARS-CoV-2 aufgetaut und ein Aliquot fir etwa 10

min unter die Herolab UV-6 S/M bei einer kombinierten Wellenlange von 254 und 312 nm
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gelegt, um das Virus zu inaktivieren. AnschlieRend wurde das Medium von den Zellen
genommen und 500 pl Medium mit 350 PFU/mlI SARS-CoV-2 oder UV-inaktiviertem
SARS-CoV-2 zugegeben. Als Kontrolle fur die IFN-Induktion wurde der TLR3-Ligand Poly
I:C (HMW) in einer Konzentration von 10 pug/ml hinzu pipettiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde der Uberstand der Zellen gesammelt und bei -80°C eingefroren.
Danach wurden 200 ul Buffer RLT mit 0,1 % B-Mercaptoethanol zugegeben und fir 2-3
min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Lysate gesammelt und ebenfalls bei -

80°C gelagert.

4.3.5 In-cell ELISA (icELISA)

Der in-cell (ic) ELISA wurde auf Grundlage des von Lara Schoeler, Vu Thuy Khanh Le-
Trilling und Mirko Trilling veroffentlichen Protokolls durchgefiihrt [206].

2 x 10* Vero E6 Zellen/Well in 100 pl wurden in einer 96-Well-Platte ausgesét. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde das Medium abgenommen und (seriell verdiinnte) IFNa
Subtypen oder Remdesivir und Virus mit einer Endkonzentration von 350 PFU/ml in 100
pul Gesamtvolumen zugegeben. Die Zellen wurden nach der Infektion fur 24 h inkubiert.
Danach wurden 100 ul 8 % ROTI®Histofix zugegeben und fir mindestens 2 h bei RT
inkubiert, um die Zellen zu fixieren und das Virus zu inaktivieren, damit weitere Arbeiten
aulRerhalb des S3**-Labors durchgefihrt werden konnten. Im Anschluss wurde die Platte
dreimal mit PBS gewaschen und 200 ul Permeabilisierungs-Puffer fir 30 min bei RT zu
jedem Well gegeben. Danach wurde der Puffer abgenommen und 200 ul Blockierungs-
Puffer fir 1 h zugegeben. Nach dem Abnehmen des Puffers wurden 50 pl Antikbrper-
LAsung mit anti-SARS-CoV-2-NP (0,2 pug/ul) Primarantikdrper zugegeben und tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Platte dreimal mit Wasch-Puffer
gewaschen und 50 pl Antikérper-Losung mit Peroxidase-AffiniPure Goat 648 Anti-Mouse
IgG (H+L) (0,5 pg/ul) fur 2 h bei RT zugegeben. Die Platte wurde erneut 4x mit Wasch-
Puffer gewaschen und trocken geklopft. Es wurden 100 pl TMB Substrat zugegeben und
fur ca. 20 min im Dunkeln bei RT inkubiert bis die Negativkontrollen anfingen sich leicht
blaulich zu farben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 100 pl 2N H2SO4
abgestoppt und die Absorption bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 620 nm
mit dem Tecan Spark® gemessen.
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4.3.6 Fluoreszenzmikroskopische Farbung von SARS-CoV-2 infizierten Zellen
Vero E6 Zellen

Zunachst wurden fur die Fluoreszenzmikroskopie alle Schritte enstprechend des
Protokolls fur den icELISA bis zur Inkubation mit dem Primérantikorper durchgefihrt.
Anschlieend wurden die Zellen dreimal mit Wasch-Puffer gewaschen und 50 pl
Antikdrper-Losung mit Ziege 1gG anti-Maus IgG (H+L)-Alexa Fluor 488 (0,5 pg/ul) und
Phalloidin CF647 (2 U/ml) fur 2 h bei RT zugegeben. Danach wurden die Zellen dreimal
mit Wasch-Puffer gewaschen und 50 ul DAPI (0,5 pg/ml) in PBS zugegeben und fir 20
min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und
bedeckt. Die Mikroskopie fand am Leica THUNDER Imager 3D Cell Culture statt.

4.4  Quantifizierung von DNA und RNA

4.4.1 Isolation von RNA aus Zelllysaten

Zur lIsolation von RNA aus Zelllysaten wurde das Quick-RNA Miniprep Kit nach
Herstellerprotokoll verwendet. Fir Proben, die mit Buffer RLT lysiert wurden, wurden die
Lysate vor der Isolation nochmals 1:1 mit dem RNA Lysis Buffer aus dem Kit gemischt.
Die Lysate wurden zunachst auf einen Spin-Away Filter gegeben und fir 30 s bei 16.000
x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit einem gleichen Teil Ethanol (100 %) gut
gemischt, auf eine Zymo-Spin IIICG Column gegeben und es wurde erneut zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen und die Probe mit 400 pl RNA Wash Buffer gewaschen.
Anschlie3end wurden 75 ul DNA Digestion Buffer mit 5 yul DNase | (1 U/ul) gemischt und
direkt auf die Saule gegeben. Die Probe wurde so fir 30 min bei RT inkubiert, um
genomische DNA in der Probe weitestgehend zu verdauen. Danach wurden 400 pl RNA
Prep Buffer zugegeben, zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dann wurde mit 700
pul RNA Wash Buffer gewaschen und darauffolgend mit 400 ul RNA Wash Buffer. Es
wurde fur 1 min zentrifugiert, um den Waschpuffer komplett aus der Séaule zu entfernen.
Zuletzt wurden 50 pl DNase/RNase-freies Wasser auf die Saule gegeben, fur eine Minute
inkubiert und dann zentrifugiert, um die Probe zu eluieren. Die RNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

4.4.2 Synthese von cDNA aus RNA
Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem HiScript Il Q RT SuperMix for gPCR nach
Herstellerprotokoll. Pro Probe wurden 4 pl 5 x HiScript Il gRT SuperMix und 16 pl RNA
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zusammengemischt. Anschliel3end wurden die Proben zunéchst bei 25°C fur 10 min,
dann bei 50°C fiir 30 min und zuletzt bei 85°C fir 5 min inkubiert.

4.4.3 Relative Quantifizierung von mRNA mittels gPCR

Zur relativen Quantifizierung von mRNA wurden Luna® Universal gPCR Master Mix und
der gTower2.0 verwendet. Die PCR wurde entsprechend des jeweiligen Protokolls mit
spezifischen Primern durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.4.4). Die Messung erfolgte in
Duplikaten. Anschliel3end erfolgte die Auswertung mit der Software gPCRsoft 4.1. Die
Schmelzkurven wurden auf Spezifizitat Gberpruft. Die relative Quantifizierung erfolgte mit
der AACT-Methode mit Normalisierung auf das Haushaltsgen GAPDH. Alle Proben und
Kontrollen, die verglichen wurden, liefen jeweils auf der gleichen Platte, um Variation in

der Effizienz auszuschlieRen.

4.4.4 PCR-Protokolle
Die PCRs wurden jeweils in einem Volumen von 20 pl angesetzt. Folgender Mix wurde
als Grundlage verwendet:

2 X Luna® Universal g°PCR Master Mix 10 pl
Primer vorwarts siehe Primerliste
Primer rickwarts siehe Primerliste
Template 1l
RNase/DNase-freies Wasser auf 20 ul auffullen
IFNA-PCR/IENB-PCR: HBV-PCR:

95°C 2 min 95°C 2 min
95°C 15s 95°C 15s

58°C 1 min 60°C 30s

94°C 15s 72°C 10s
Schmelzkurve 65°C — 94°C Schmelzkurve 65°C — 94°C
ISG-PCR: GAPDH-PCR:
95°C 2 min 95°C 2 min
95°C 15s 95°C 15s

60°C 1 min 60°C 1 min

Schmelzkurve 65°C — 94°C Schmelzkurve 65°C — 94°C
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4.5 Interferone

4.5.1 Herstellung von IFNa-Mutanten mittels site-directed mutagenesis

Alle Plasmide zur Herstellung von IFNa-Mutanten wurden durch Vu Thuy Khanh Le-
Trilling (UK Essen) hergestellt und zur Verfiigung gestellt. Die site-directed mutagenesis
wurde mit dem QuikChange Il Kit nach Herstellerprotokoll durchgeftihrt. Alle Plasmide

wurden durch Sequenzierung der kodierenden Sequenz validiert.

4.5.2 Herstellung von rekombinantem IFN

Die rekombinanten IFN wurden nach dem Protokoll von Jacob Piehler und Gideon
Schreiber hergestellt [181]. Kurz, die rekombinanten IFN wurden in Escherichia coli nach
M13-Phagen-Transduktion exprimiert. Zur Ernte der Proteine wurden die Bakterien
pelletiert und die Inklusionskorper, die die Proteine enthalten, wurden durch Ultraschall
denaturiert, in 6 M Guanidinhydrochlorid gelést und in Arginin gefaltet. Die rekombinanten
Proteine wurden durch lonenaustauscher-Chromatographie und Gréf3enausschluss-
Chromatographie aufgereinigt. Spezifizitait und Reinheit wurden jeweils durch ein
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Gel validiert. Durch Phasentrennung der Produkte mit Triton
X-114 wurde verbleibendes Endotoxin entfernt. Die Endotoxinlevel wurden mit dem
ToxinSensor semiquantitativ bestimmt und liegen unter 0,25 EU/mI. Die Bestimmung der
Aktivitdt erfolgte mit seriellen Verdinnungsreihen wie im folgenden Abschnitt
beschrieben. Dazu wurden die Konzentrationen der rekombinanten IFN basierend auf

den kommerziell erhéltlichen IFN von PBL bestimmt.

45.3 Semiquantitative Bestimmung von IFN in Zellkulturtiberstanden

Die semiquantitative Konzentrationsbestimmung in Zellkulturiberstanden erfolgte
mithilfe der ISRE-luc Reporterzelllinie. Dazu wurden 2 x 10° Zellen/Well in 500 pl in den
24 inneren Wells einer 48-Well-Platte ausgeséat. Die auferen Wells wurden mit der
gleichen Menge PBS aufgefillt und die Zellen Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Zelliberstande auf RT erwarmt und je 50 pl pro Probe in ein Well ISRE-luc
Zellen pipettiert. AnschlieRend wurden die Zellen geschwenkt und fiir 4,5 h inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Dann wurden 100 pl Lysis-Juice zu jedem Well gegeben und fir 15 min unter
konstantem Schiutteln inkubiert. Danach wurden die Lysate bei -20°C eingefroren.

Zur Messung wurden die Lysate aufgetaut, auf RT erwadrmt und je 20 pl in eine weil3e

96-Well-LumiNunc-Platte pipettiert. Die Platte wurde in den Tecan Spark® eingelegt und
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mittels Injektor 100 pl Beetle Juice fur Firefly Luciferase zugefugt und die
Chemilumineszenz im Wellenlangenbereich 565 nm bis 650 nm gemessen.

4.6  Transkriptom- und Proteomanalysen

4.6.1 Vorbereitung der Proben zur Proteomanalyse

Die Zellen wurden zunachst mit eiskaltem PBS gewaschen und in Urea-Puffer
aufgenommen. Dann wurden die Zellen fur 15 min bei 16.100 x g bei 4 °C zentrifugiert
und die Uberstande wie beschrieben zur Bestimmung der Viruslast weiterverwendet. Der
Trypsinverdau wurde mit 20 pl Zelllysat durchgefiihrt. Durch die Zugabe von 5 mM DTT
fur 15 min bei 50°C wurden die Disulfidbriicken reduziert und durch Zugabe von 15 mM
IAA fur 15 min im Dunkeln wurden Thiole alkalisiert. Hydrophile und hydrophobe Cytiva
Sera-Mag Carboxyl-Magnet-Beads wurden 1:1 gemischt und 2 pl der Beads (25 pg/ul)
wurden zu der Probe gegeben. Die Proben wurden auf 70 % ACN aufgefillt und fur 15
min inkubiert, um sicherzustellen, dass die Proteine an die Beads binden. Anschlie3end
wurden die Beads erst zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen und danach einmal mit
ACN (100 %). Die Beads wurden in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat mit 0,2 ug
Trypsin resuspendiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Peptide wurden in ein neues

Gefald uberfuhrt, vakuumgetrocknet und in Trifluoressigsaure (0,1 %) aufgenommen.

4.6.2 Flussigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS-
Analyse)

400 ng der tryptischen Peptide pro Probe wurden mit dem Ultimate 3000 RSLCnano
HPLC verbunden mit einem Q Exactive HF Orbitrap analysiert. Die Proben wurden auf
einer C18 trap Saule in 7 min mit einer Flussrate von 30 ul/min mit Trifluoressigsaure (0,1
%) aufkonzentriert und anschlieend auf eine Nano Viper C18 Analysesaule tbertragen.
Die Peptidtrennung erfolgte tber einen Gradienten von 5 % bis 30 % des Solvent B Uber
120 min mit 400 nl/min. Die Massenspektren wurden im Profilmodus bei einer Auflésung
von 70.000 bei 400 m/z in einem Massebereich von 350 m/z bis 1.400 m/z. Die zehn am
starksten abundanten Peptid-lonen wurden durch kollisionsinduzierte Dissoziation
(normalisierte Kollisionsenergie = 27) fragmentiert und MS/MS-Spektren wurden bei

einer Auflésung von 35.000 aufgenommen.
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4.6.3 Analyse der Proteomdaten

Die  Peptid-ldentifikation und —Quantifikation wurde mit MaxQuant und
UniProtKB/SwissProt (2020_05, 563,552 entries) fir Homo sapiens oder Homo sapiens
und SARS-CoV-2 durchgefuhrt. Es wurden die Standardsuchparameter verwendet, label-
freie Quantifizierung wurde fur die Spitzen-Quantifizierung verwendet und Normalisierung
wurde erlaubt. Peptide wurden unabhangig von Modifikationen fir die Quantifizierung
berucksichtigt. Treffer zwischen Laufen wurden nur fur humane Proteine bericksichtigt.
Die statistische Auswertung wurde mit der R-Software durchgefiihrt. Unterschiede
zwischen den experimentellen Gruppen wurden mit t-Tests (gepaart, zweiseitig) ermittelt
und Proteine, die in mindestens drei von vier Donoren pro Gruppe mit mindestens zwei
einzigartigen Peptiden und eine P-Wert von mindestens 0,05 sowie einem Verhéltnis der
Abundanz im Mittel von mindestens 1,5 oder hdchstens 0,67 wurden als statistisch
signifikant angesehen. Proteine, die nur ein einer Gruppe, aber nicht in den anderen
Gruppen detektiert wurden, wurden als on-off-reguliert definiert. GO-Annotationen und
Anreicherungs-Analysen wurden mit STRING durchgefihrt. Die Daten wurden mit R und

Cytoscape visualisiert.

4.6.4 Transkriptom-Quantifizierung

Qualitat und Integritat der RNA wurde auf dem 5200 Fragment Analyzer System
kontrolliert. Die RNA Sequenzierungs-Library wurde aus 50 ng Gesamt-RNA mit
NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library nach Herstellerprotokoll generiert. Die
Libraries wurden mit dem Illumina Free Adapter Blocking behandelt und auf dem lllumina
NovaSeq 6000 mit dem NovaSeqg 6000 S1 Reagent Kit (100 Zyklen, paired end run 2 x
50 bp) mit durchschnittlich 3 x 107 reads pro RNA-Probe.

4.6.5 Analyse der Transkriptomdaten

Die FASTQ-Dateien der RNA-Sequenzierung wurde in die Array Studio Softwarepaket
v10.2.5.9 von QIAGEN zur weiteren Analyse geladen. Alle FASTQ-Dateien wurden an
das Genmodell Ensembl v96 und die Referenzdatenbank Human B38 mit OmicSoft
Aligner OSA aligniert. Differentielle Genexpression jeder Kondition wurde mit DESeq2
ermittelt. DEGs wurden mittels QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA) analysiert mit
Grenzwerten des P-Werts von < 0,05, Vervielfachung > |1,5|, und mindestens 5 Treffern.
Die Statistik der IPA beruht auf zwei Faktoren. Ein P-Wert, der von einem rechtsseitigen

exakten Test nach Fisher abgeleitet ist, bestimmt die Wahrscheinlichkeit, dass die
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Assoziation zwischen einer Funktion oder Signalweg und einem Satz an Molekilen
zufallig sein konnte, aber bertcksichtigt keine Richtungswechsel (hoch- oder
runterreguliert). Dieser wird jedoch fur eine Krankheit oder eine Funktion, einen
kanonischen Signalweg oder einen tbergeordneten Regulator durch den activation z-
score algorithm vorhergesagt. Der z-score beschreibt eine Methode zur Normalisierung
der Expression der Transkripte, bei der die mittlere Expression durch die
Standardabweichung nach oben und unten geteilt wird. Ein z-score > 2 wurde als
signifikant erhéht, ein z-score < -2 als signifikant erniedrigt angesehen. Es wurde eine
Expressionsanalyse durchgefuhrt, um Veranderungen im Transkriptom fur kanonische

Signalwege fur jedes IFN gegentber der unstimulierten Kontrolle zu ermitteln.
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5 Ergebnisse

5.1 Induktion von Typ-I-IFN

Fur eine effektive Immunabwehr gegen Pathogene durch das angeborene Immunsystem,
ist es unerlasslich, dass die Pathogene effizient erkannt und in der Folge Typ-I-IFN
induziert werden. Zentrale Komponenten dieses Erkennungsmechanismus sind die
PRRs, zu denen die TLRs sowie RIG-I und MDAS gehoren. Diese Rezeptoren sind in der
Lage, hochkonservierte Molekile der Pathogene zu erkennen und die IFN-Expression zu
induzieren (siehe Kapitel 1.1.2). Da zahlreiche Viren, einschlie3lich HBV und SARS-CoV-
2, Strategien zur Evasion dieser Erkennungsmechanismen entwickelt haben, soll in
diesem Kapitel untersucht werden, inwieweit Typ-I-IFN durch diese beiden Viren induziert
werden. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Zelllinien und Primarzellen mit Virus
oder dem TLR3-Liganden Poly I:C als Positivkontrolle stimuliert. Die Uberstande der
Zellen wurden mittels einer ISRE-luc-Reporterzelllinie auf Typ-I-IFN-Produktion
untersucht, die Zellen selbst wurden lysiert und die IFNA- und IFNB-Genexpression
mittels gPCR analysiert.

5.1.1 IFN-Induktion durch HBV

Fur lange Zeit wurde HBV als so genanntes stealth virus bezeichnet, da man davon
ausging, dass das Virus in der Lage ist, unerkannt vom Immunsystem eine Infektion zu
etablieren [262]. Neuere Studien zeigen jedoch, dass HBV in der friihen Infektionsphase
durch TLR2 erkannt werden kann und es zu einer IFN-unabhangigen Inhibition der viralen
Replikation kommt [278]. Um diesen kontrovers diskutierten Aspekt zu untersuchen,
wurden differenzierte HepaRG Zellen und PHHs fir 4 h — 48 h mit HBV infiziert.
AnschlieBend wurden die Uberstande mittels Reporterzelllinie auf IFN bzw. die Zelllysate
mittels gPCR auf IFN-mRNA untersucht.
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Abbildung 11: Induktion von Typ-I-IFN durch Stimulation mit HBV.

Differenzierte HepaRG Zellen und PHHs wurden mit 500 geq/Zelle bzw. 250 geg/Zelle HBV oder 10 ng/mi
Poly I:C stimuliert. Die Zelliberstande wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gesammelt und auf ISRE-
luc-Reporterzellen gegeben, um die Menge an Typ-I-IFN zu bestimmen (A und B). Die zellulare RNA wurde
aus PHHs isoliert und die Genexpression von IFNA (alle Subtypen) und IFNB mittels gPCR bestimmt. Die
Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative Expression gegeniiber einer
unstimulierten Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet (C und D). n = 4. Gezeigt wird der Mittelwert mit
Standardfehler. Statistik: HBV- bzw. Poly |:C-stimulierte Proben getestet gegen unstimulierte Kontrolle
mittels Kruskal-Wallis- (A) bzw. Friedman-Test (B — D) mit Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05; **p <
0,01.

Fur die Stimulation mit HBV konnte weder in differenzierten HepaRG Zellen, noch in
PHHs sekretierte Typ-I-IFN in den Zelliberstdnden mittels ISRE-luc-Reporterzelllinie
nachgewiesen werden (Abb. 11A und 11B). Die Proben, die mit Poly I:C stimuliert
wurden, zeigten allerdings in beiden Zelltypen eine signifikante Induktion von Typ-I-IFN
und belegen damit die Funktionalitat des Versuchsaufbaus. Auf mRNA-Level in PHHs
konnte ebenfalls eine signifikante Induktion der Genexpression sowohl fir IFNA als auch
far IEFNB nur fur die Poly I:C-stimulierten Proben nachgewiesen werden (Abb. 11C und
11D). Fir IFNA wies ein Donor bei 4 h, 24 h und 48 h zwar eine erh6hte Genexpression
auf, diese ist aufgrund der geringen Genexpression der anderen drei Donoren allerdings
nicht statistisch relevant (Abb. 11C). Gleiches gilt fur die Expression von IFNB, wo

lediglich ein Donor fir 4 h und 48 h eine erhbhte Genexpression zeigte (Abb. 11D).
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Insgesamt konnte durch HBV-Stimulation weder auf Proteinlevel, noch auf mRNA-Level
eine signifikante Induktion von Typ-I-IFN nachgewiesen werden.

5.1.2 IFN-Induktion durch SARS-CoV-2

Wahrend die saisonalen Coronaviren zur Induktion relativ hoher Mengen IFN fuhren,
weild man, dass SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2 durch zahlreiche Evasionsmechanismen
dieser Induktion entgegenwirken und kaum Typ-I-IFN-Induktion nach der Infektion zu
messen ist. Allerdings ist auch beschrieben, dass grundséatzlich TLR3, TLR7, TLR8 und
RIG-I sowie MDAS in der Lage sind SARS-CoV-2 zu erkennen [108, 177, 194]. Wie
wichtig jedoch die Induktion und Funktion von IFN ist, zeigt die hohe Suszeptibilitat von
SARS-CoV-2 gegenlber einer Stimulation mit Typ-I-IFN und Studien, bei denen eine
signifikant erhohte Anzahl schwer erkrankter Patienten Autoantikdrper gegen Typ-I-IFN
aufwies [14, 134]. Aus diesem Grund wurden Calu-3 Zellen, die ein gutes Modell fur
Lungenzellen darstellen und Typ-I-IFN produzieren kénnen, fur einen Zeitraum von 4 h —
48 h mit SARS-CoV-2 stimuliert. Die Uberstande wurden mit einer Reporterzelllinie auf
Typ-I-IFN untersucht. Um zu untersuchen, inwieweit sich die Evasionsmechanismen auf
die Typ-I-IFN-Induktion auswirken, wurde der Versuch ebenfalls mit UV-inaktiviertem
Virus durchgefuhrt. Die Inaktivierung des Virus wurde mit einer Endpunkt-Verdinnung

auf Vero E6 Zellen validiert.
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Abbildung 12: Induktion von Typ-I-IFN durch Stimulation mit SARS-CoV-2.

Calu-3 Zellen wurden mit 350 PFU/mI SARS-CoV-2, UV-inaktiviertem SARS-CoV-2 oder 10 ng/ml Poly I:C
stimuliert. Die Zelluberstande wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gesammelt und auf ISRE-luc-
Reporterzellen gegeben, um die Menge an Typ-I-IFN zu bestimmen. Die mit SARS-CoV-2- bzw. Poly I.C-
stimulierten Proben sind im Vergleich dargestellt (A). Die Infektiositat von SARS-CoV-2 und UV-
inaktiviertem Virus wurde mittels Endpunkt-Verdinnung in Vero E6 Zellen bestimmt (B). Die Induktion von
Typ-I-IFN durch SARS-CoV-2 und durch UV-inaktiviertes Virus im Vergleich (C). n = 4. Gezeigt wird der
Mittelwert mit Standardfehler. Statistik: A: SARS-CoV-2- bzw. Poly I:C- stimulierte Proben getestet gegen
unstimulierte Kontrolle mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Multiple Comparison; B und C: UV-
inaktivierte Probe getestet gegen entsprechende SARS-CoV-2 Probe mittels Mann-Whitney-Test. *p <
0,05; *p < 0,01.

Die Stimulation von Calu-3 Zellen mit SARS-CoV-2 fuhrte flr die Zeitpunkte von 4 h —
32 h zu keiner messbaren Induktion von Typ-I-IFN in den Zelliiberstanden mittels ISRE-
luc-Reporterzelllinie. Jedoch konnte 48 h nach der Stimulation eine signifikant erhhte
Menge Typ-I-IFN in den Uberstanden gemessen werden und auch die Poly I:C-
stimulierte Kontrollprobe fiihrte zu einer signifikanten Sekretion von IFN in den Uberstand
(Abb. 12A). Um den mdglichen Effekt von Evasionsmechanismen auf die IFN-Induktion
zu untersuchen, wurde SARS-CoV-2 UV-inaktiviert. Ein Vergleich von SARS-CoV-2 und
UV-inaktiviertem SARS-CoV-2 auf Vero E6 Zellen zeigte, dass die Infektiositat durch die
UV-Inaktivierung signifikant reduziert wurde, bei drei von vier Proben bis unter die
Detektionsgrenze (Abb. 12B). In Bezug auf die Typ-I-IFN-Induktion zeigte sich, dass auch
die Stimulation mit UV-inaktiviertem Virus fur die Zeitpunkte 4 h — 32 h zu keiner

messbaren Induktion fihrte. Entgegen der Erwartung konnte fir den Zeitpunkt 48 h sogar
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eine signifikante Reduktion der Typ-I-IFN-Induktion im Vergleich zu replikationsfahigem
SARS-CoV-2 beobachtet werden (Abb. 12C).

5.2  Der antivirale Effekt von IFNa-Subtypen

Der antivirale Effekt von IFNa im Allgemeinen ist bekannt und auch relativ gut erforscht.
Wahrend IFNa fur eine chronische HBV-Infektion sogar in der Klinik Anwendung findet,
wurde auch fur SARS-CoV-2 gezeigt, dass IFNa in der Lage ist, die Replikation des Virus
stark zu inhibieren [134, 272]. Allerdings findet bei Untersuchungen und Experimenten
oft nur IFNa2 Beachtung, da dies der einzige Subtyp ist, der klinisch zugelassen ist.
Jedoch konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass andere IFNa-Subtypen in diversen
Virusinfektionen bessere antivirale Aktivitdten besitzen [37, 115, 119]. Daher soll in
diesem Kapitel der Effekt aller zwolf humanen IFNa-Subtypen auf HBV und SARS-CoV-
2 untersucht werden. Zudem soll die ISG-Expression nach Stimulation mit verschiedenen
IFNa-Subtypen virusspezifisch analysiert werden. Auch die Verbesserung des antiviralen
Effekts durch Kombination mit anderen Wirkstoffen bzw. Zytokinen soll naher untersucht

werden.

5.2.1 Der antivirale Effekt von IFNa-Subtypen auf HBV

Im Zusammenhang mit HBV kommt IFNa eine besondere Bedeutung zu, denn bis heute
gibt es keine andere Therapie, bei der das virale Reservoir in der Wirtszelle, die cccDNA
vollstandig entfernt werden kann [272]. Aufgrund der erheblichen Nebenwirkungen und
des geringen Behandlungserfolgs von nur 20-30 %, werden haufig NAs als Therapie
vorgezogen [51]. Da die NAs allerdings zu keiner vollstdndigen Heilung von HBV fiihren
konnen, ist IFNa immer noch von gro3em Interesse fur die Forschung. Eine neuere
Studie hat dabei den Effekt aller humanen IFNa-Subtypen untersucht und gezeigt, dass
andere Subtypen wie IFNa6 und IFNa14 die Replikation des Virus effizienter inhibieren
konnen als IFNa2 [37]. Aufgrund des Umstandes, dass allerdings ansonsten kaum Daten
Uber andere IFNa-Subtypen in humanen Zellen in Bezug auf HBV publiziert sind, soll in
diesem Abschnitt zun&chst der antivirale Effekt aller Subtypen gegen HBV untersucht
werden. Dazu wurden PHHs aus Leberresektaten von Patienten isoliert und mit 250
geg/Zelle HBV infiziert. Die Zellen wurden mit einer seriellen Verdinnungsreihe der
verschiedenen IFNa-Subtypen wiederholt stimuliert. Acht Tage nach der Infektion wurden

die Zelluberstande gesammelt und die Menge an HBsAg mit einem ELISA bestimmt.
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Abbildung 13: Der Effekt von IFNa-Subtypen auf die Replikation von HBV in PHHSs.
PHHSs wurden isoliert und mit ca. 250 geg/Zelle infiziert. Parallel zur Infektion sowie an den Tagen 1, 4 und
6 nach Infektion wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der IFNa-Subtypen stimuliert. An
Tag 8 wurden die Uberstande zur Bestimmung der HBsAg-Titer gesammelt. Der antivirale Effekt der hohen
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(2.000 U/ml), mittleren (500 U/ml) und niedrigen (125 U/ml) IFN-Konzentrationen sind im direkten Vergleich
dargestellt (A — C). Die IFNa Subtypen wurden anhand ihres Effekts bei der héchsten Konzentration
aufgeteilt und die einzelnen Subtypen (D: stark antivirale Subtypen; E: mittel antivirale Subtypen; F:
schwach antivirale Subtypen) im Verlauf dargestellt. Der Verlauf der verschiedenen Gruppen wird im Mittel
abgebildet (G). Die Kurven zeigen eine nichtlineare Regression der tatsachlichen Werte, die abgebildeten
Punkte zeigen die Mittelwerte. n = 5; IFNa2 (125 U/ml) n = 4; IFNa6 n = 2; IFNa10 n = 3, IFNa10 (2.000
U/ml) n = 2. A — C: Mittelwert mit Standardfehler. Statistik: IFNa-Subtypen getestet gegen unstimulierte
Kontrolle mittels Ordinary one-way ANOVA mit Dunnett’s Test. *p < 0,05; **p < 0,01.

Die relativen HBsAg-Titer im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe zeigten deutliche
Unterschiede zwischen den IFNa-Subtypen. Fur die hohe, mittlere und niedrige IFN-
Konzentration in der seriellen Verdinnungsreihe konnte jeweils eine signifikante
Reduktion der HBsAg-Titer fur IFNa5 und IFNa14 gemessen werden, wobei IFNa5 flr
alle drei Konzentrationen die starkste Reduktion mit tber 50 % aufwies (Abb. 13A - C).
Fir die hohe IFN-Konzentration von 2.000 U/ml konnten auch die Subtypen IFNa2, IFNo4
und IFNa8 zu einer signifikanten Reduktion an HBsAg fihren. Bei der mittleren
Konzentration, 500 U/ml, ergab sich von diesen Subtypen nur noch fir IFNa2 ein
statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Abb. 13A und 13B). Die anderen
Subtypen zeigten teilweise die Tendenz einer Reduktion, dies war aber nicht statistisch
signifikant, was auch auf die Varianz zwischen den verschiedenen Donoren
zuruckzufihren ist. Entsprechend ihres antiviralen Effekts bei der hochsten IFN-
Konzentration wurden die Subtypen in drei Gruppen unterteilt, um deren Verlauf fur alle
Konzentrationen der Verdinnungsreihe darzustellen (Abb. 13D - F; stark antiviral: IFNa2,
IFNo4, IFNa5, IFNa8, IFNa14; mittel antiviral: IFNa6, IFNa7, IFNa16, IFNa17; schwach
antiviral: IFNa1, IFNa10, IFNa21). Zuséatzlich sind die Mittelwerte der Gruppen im Verlauf
dargestellt, um die Unterschiede deutlich zu machen (Abb. 13G). Fir die Gruppen der
stark antiviralen und mittel antiviralen Subtypen konnte ein dosisabhéangiger Effekt
beobachtet werden. Lediglich IFNa5 reduzierte den HBsAg-Titer auch bei nur 125 U/ml
noch auf unter 40 %, ahnlich wie bei der héchsten IFN-Konzentration und auch bei
IFNa16 war kein deutlicher Dosiseffekt zu erkennen. Aufgrund der Streuung und der
generell niedrigen Reduktion war fur die schwach antiviralen Subtypen ebenfalls kein
dosisabhangiger Effekt zu erkennen. Deutlich wurde dies auch in den Mittelwerten der

Gruppen, die das gleiche Bild abzeichneten.

5.2.2 Die Induktion von ISGs in Leberzellen nach der Stimulation mit IFNa-
Subtypen
Der antivirale Effekt von IFNa wird hauptséchlich tber die Induktion zahlloser ISGs

vermittelt, die auf ganz unterschiedliche Weise den Replikationszyklus von Viren
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inhibieren kénnen (siehe Kapitel 1.1.4). Da die IFNa-Subtypen unterschiedliche antivirale
Effekte in Bezug auf HBV zeigten, sollen im Folgenden mogliche Unterschiede bezuglich
der ISG-Expression untersucht werden. Dazu wurden differenzierte HepaRG Zellen, die
PHHSs ahnlich sind und ebenfalls mit HBV infiziert werden kénnen, fiir 18 h mit 1.000 U/ml
sechs exemplarisch ausgewahlter IFNa-Subtypen stimuliert. IFNa2, IFNa5 und IFNa14
wiesen alle einen starken Effekt gegen HBV auf, wahrend IFNa6, IFNa7 und IFNa16 alle
einen deutlich schwacheren antiviralen Effekt zeigten. Im Anschluss wurden die Zellen
lysiert und die Genexpression von vier Schliissel-ISGs mittels gPCR untersucht. Weil die
Expression von ISGs einer zeitlichen Hierarchie unterliegt, wurde der Zeitpunkt 18 h

gewahlt, um den Expressionszeitpunkt moglichst vieler ISGs abzudecken [21, 192].
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Abbildung 14: Relative Genexpression von Schlissel-ISGs nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in
HepaRG Zellen.

Differenzierte HepaRG Zellen wurden fir 18 h mit 1.000 U/ml der verschiedenen IFNa Subtypen stimuliert.
Im Anschluss wurde zellulare RNA isoliert und die Genexpression von ISG15, IFI35, ISG20, und MX1
mittels gPCR bestimmt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative
Expression gegenuber einer unstimulierten Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet. n = 4; IFNa7 und
IFNa16 n = 5. Gezeigt wird der Mittelwert mit Standardfehler. Statistik: IFNa Subtypen getestet gegen
unstimulierte Kontrolle mittels Ordinary one-way ANOVA mit Dunnett’'s Test. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001.

Alle der verwendeten IFNa-Subtypen zeigten nach Stimulation in differenzierten HepaRG
Zellen die Tendenz einer Induktion aller Schlissel-ISGs (Abb. 14). Die hdchste ISG-
Induktion konnte fir MX1 erreicht werden, das nach IFN-Stimulation um bis zu 100-fach
verstarkt exprimiert wurde. Dagegen wurde die schwachste Induktion fur IFI35 erzielt,
dessen Expression maximal um den Faktor 10 erhdht wurde. Die Expression aller

getesteten ISGs war nach Stimulation mit IFNa5 sogar signifikant erhdht, ansonsten war
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dies nur fur die IFI35-Expression nach IFNa2-Stimulation der Fall. Interessanterweise
zeigte sich bei allen vier ISGs eine ahnliche Relation bezuglich der verschiedenen IFNa-
Subtypen. Stets fuhrte IFNa5 zur starksten Induktion, gefolgt von IFNa2 und IFNa6, die
zu einer ahnlich starken ISG-Expression fuhrten. IFNa14 induzierte stets die vierstarkste
Induktion und IFNa7 sowie IFNa16 fuhrten zur schwachsten ISG-Expression (Abb. 14).
Der Vergleich mit dem antiviralen Effekt der IFNa-Subtypen wies grundsatzlich die
gleichen Tendenzen wie die ISG-Induktion auf, lediglich IFNa14 zeigte dort zumeist einen
starkeren Effekt als IFNa6 (Abb. 13 und 14).

Besonders in Hinblick auf die Eradikation von cccDNA durch IFNa wurde in den letzten
Jahren immer wieder die zentrale Rolle der ISG-Proteinfamilie APOBECS3 diskutiert. Es
handelt sich um Cytidin-Desaminasen, die zur Desaminierung und anschliel3enden
Degradation der cccDNA fiihren kénnen [141, 222]. Um zu untersuchen, ob verschiedene
IFNa-Subtypen zu Unterschieden in der Genexpression verschiedener APOBEC3-Gene
fuhren kdnnen, wurden differenzierte HepaRG Zellen mit 1.000 U/ml der exemplarisch
ausgewahlten Subtypen IFNa2, IFNa6 oder IFNa7 stimuliert. IFNa2 ist als klinisch
verwendeter Subtyp von hohem Interesse, wahrend IFNa6 und IFNa7 beide mittlere
antivirale Effekte gegen HBV zeigten. Interessanterweise wies IFNa6 aber eine hohere
Induktion von Schlussel-1ISGs auf als IFNa7. Zusatzlich wurden fur die APOBEC3-Gene
verschiedene Zeitpunkte in Betracht gezogen, um maogliche Unterschiede in der Kinetik
zwischen den IFNa-Subtypen und den APOBEC3-Genen erfassen zu kénnen. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde RNA aus den Zellen lysiert und die mRNA-Level mittels
gPCR bestimmt.
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Abbildung 15: Relative Genexpression von APOBEC3-Genen nach Stimulation mit IFNa-Subtypen
in HepaRG Zellen.

Differenzierte HepaRG Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 1.000 U/ml der verschiedenen IFNa
Subtypen stimuliert. Im Anschluss wurde zellulare RNA isoliert und die Genexpression von APOBEC3B
(A), APOBEC3C (B), APOBEC3D (C), APOBEC3F (D), APOBEC3G (E) und APOBEC3H (F) mittels qPCR
bestimmt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative Expression
gegenuber einer unstimulierten Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet. IFNa2 und IFNa6n=4,n=7
fur 8 h, n = 3 fir IFNa2 32 h; IFNa7 n = 3, n = 6 fir 8 h; abweichend davon: A: IFNa2 n=2fir32 h,n=3
fir 48h; IFNa6 n = 6 fir 8 h; IFNa7 n = 2 fiir 4 h; B: IFNa6 n = 6 fiir 8 h; C: IFNa2 n = 3 flir 48 h; D: IFNa6
n =6 fir 8 h; E: IFNa2 n = 6 fur 8 h; IFNa7 n = 2 fir 18 h; F: IFNa6 n = 6 fur 8 h. Gezeigt ist der Mittelwert
mit Standardfehler. Statistik: IFNa Subtypen fir jeden Zeitpunkt getestet gegen unstimulierte Kontrolle
mittels Mixed-effects model mit Dunnett’s Test. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Die Analyse der Genexpression ergab fir APOBECS3B keine signifikante Erh6hung nach
Stimulation mit den IFNa-Subtypen. Jedoch zeichnete sich die Tendenz ab, dass eine
Stimulation mit IFNa2 zu einer Erhéhung der Genexpression zu den friihen Zeitpunkten
4 h und 8 h fihrte, wahrend es diese Tendenz nach IFNa7-Stimulation zu den spaten
Zeitpunkten 32 h und 48 h gab (Abb. 15A). Fir die Expression von APOBEC3C,
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APOBEC3D und APOBEC3H konnte keinerlei Erhéhung durch die Stimulation mit IFNa
festgestellt werden. Bei einzelnen Zeitpunkten zeigte sich sogar eine statistisch
signifikante Reduktion der Genexpression fir APOBEC3C und APOBEC3D durch IFNa6
(Abb. 15B und C). Fur IFNa7 war dies bei APOBEC3H der Fall (Abb. 15F). Die
Expression von APOBEC3F war nach 4 h und 8 h Stimulation durch IFNa2 signifikant
erhoht. Nach 8 h fuhrte auch IFNa6-Stimulation zu einer signifikanten Erh6hung, ebenso
wie nach 48 h. (Abb. 15D). Fur APOBEC3G fuhrten IFNa2 und IFNa6 nach 4 h und 32 h
zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA-Level, nach 8 h sogar alle drei IFN-Subtypen.
Nach 48 h zeigte sich zumindest durch IFNa7-Stimulation noch eine signifikant erhéhte
Genexpression (Abb. 15E). Generell fiel auf, dass die Induktion der APOBEC3-Gene
nach IFNa-Stimulation relativ gering war. Lediglich APOBEC3F und APOBEC3G wurden

zu den friihen Zeitpunkten 4 h und 8 h etwas starker induziert.

5.2.3 Der Effekt einer HBV-Infektion auf die Genexpression von APOBEC3

Die viel diskutierte Bedeutung von APOBEC3-Proteinen in der Eradikation von cccDNA
wurde bereits mehrfach angesprochen. Weil allerdings der Erfolg einer mdglichen
Therapie nicht alleine von der Induktion von APOBEC3-Genen durch IFNa bestimmt wird,
sondern auch das Virus Mechanismen entwickelt hat, um dem IFN-Signalweg und
APOBEC3 entgegenzuwirken, wurde nachfolgend untersucht, ob eine etablierte HBV-
Infektion zu einer Veranderung in der Genexpression von Mitgliedern der APOBEC3-
Familie fhren kann. Besonders interessant ist dies, da ein Zusammenhang zwischen
Behandlungserfolg mit IFNa und APOBEC3-Leveln in Patienten nachgewiesen werden
konnte [129]. Zu diesem Zweck wurden differenzierte HepaRG Zellen mit HBV infiziert
und fUr acht Tage kultiviert, damit diese eine stabile Infektion etablieren. Danach wurden
exemplarisch Uberstande von infizierten und nicht infizierten Zellen gesammelt, um die
Infektion mittels gPCR nachzuweisen. Dann wurde je ein infiziertes und ein nicht-
infiziertes Well mit 1.000 U/ml der Subtypen IFNa2, IFNa6 oder IFNa7 fur 8 h stimuliert.
Die Genexpression der APOBEC3-Gene wurde durch gPCR bestimmt.
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Abbildung 16: Relative Genexpression von APOBEC3-Genen nach Stimulation mit IFNa-Subtypen
in infizierten und nicht infizierten HepaRG Zellen.

Differenzierte HepaRG Zellen wurden mit HBV mit 500 geq/Zelle infiziert und fur 8 Tage inkubiert. Im
Anschluss wurde exemplarisch DNA aus den Zelluberstanden infizierter und nicht infizierter Zellen isoliert,
um den Virustiter mittels qPCR zu quantifizieren (A). Dann wurden die Zellen fir 8 h mit 1.000 U/ml der
verschiedenen IFNa-Subtypen stimuliert. Die zellulare RNA wurde isoliert und die Genexpression von
APOBEC3B (B), APOBEC3C (C), APOBEC3D (D), APOBEC3F (E), APOBEC3G (F) und APOBEC3H (G)
mittels qPCR bestimmt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative
Expression gegenuber einer unstimulierten Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet. Infizierte Proben n
= 3; nicht infizierte Proben n = 6, unstimulierte Probe n = 3. Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler.
Statistik: A: Infizierte Proben getestet gegen nicht infizierte Proben mittels ungepaartem t-Test. ***p < 0,001.
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Die Bestimmung der viralen Titer zeigte, dass in allen der exemplarisch getesteten
Proben, die infiziert sein sollten, hohe Mengen an HBV-DNA nachgewiesen werden
konnte und sich im Mittel wie zu erwarten ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu
den nicht infizierten Proben ergab (Abb. 16A). Fur die Expression der verschiedenen
APOBEC3-Gene zeigte sich im Vergleich von infizierten zu nicht infizierten Proben kein
Unterschied, unabhangig von der IFNa-Subtyp-Stimulation (Abb. 16B — F). Lediglich fur
APOBEC3H scheint es durch die IFNa-Stimulation in nicht infizierten Zellen zu einer
Reduktion der mRNA-Level zu kommen, was in den infizierten Proben nicht beobachtet
werden konnte (Abb. 16G). Statistisch signifikant ist diese Beobachtung aber nicht.
Zusammenfassend machte es den Eindruck, als hatte die Infektion im durchgefihrten
Versuch keinen Einfluss auf die APOBEC3-Genexpression.

5.2.4 Der antivirale Effekt von IFNa-Subtypen auf SARS-CoV-2 in Vero E6 Zellen
Aufgrund seiner guten antiviralen Wirkung wurde IFNa auch im Rahmen der
andauernden SARS-CoV-2-Pandemie als mdgliche Therapieoption in Betracht gezogen.
Zahlreiche Studien wurden durchgefuhrt und in China wurde IFNa2 sogar prophylaktisch
in Form von Nasentropfen von Mitarbeitern im Gesundheitswesen eingesetzt [157, 161,
281]. Zudem konnte auch in vitro bereits gezeigt werden, dass SARS-CoV-2 - im
Gegensatz zum genetisch nah verwandten SARS-CoV-1 - durch IFNa inhibiert werden
kann [134]. Da SARS-CoV-2 allerdings ein sehr neues Virus ist, gibt es bisher nur Daten
zu IFNa2. Wie bereits beschrieben zeigen teilweise jedoch andere IFNa-Subtypen je
nach Virusinfektion starkere antivirale Aktivitaten (siehe Kapitel 1.1.6). Aus diesem Grund
sollen im folgenden Abschnitt die antiviralen Effekte aller IFNa-Subtypen auf SARS-CoV-
2 untersucht werden. Dazu wurden Vero E6 Zellen, die ein gut etabliertes Zellkulturmodell
fur Coronavirus-Infektionen darstellen, selbst jedoch kein Typ-I-IFN produzieren kénnen,
fur 16 h mit 1.000 U/ml oder 100 U/ml der verschiedenen IFNa-Subtypen stimuliert und
dann fir 24 h mit SARS-CoV-2 infiziert [48]. Im Anschluss wurde der virale Titer durch
Endpunkt-Verdinnung bestimmt. Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise
Meister (Ruhr-Universitat Bochum) durchgefuhrt. Zusétzlich wurde die Infektion auch fr
einige Subtypen fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Zur Analyse des Dosiseffekts
wurden Vero E6 Zellen zudem flr 1 h mit seriell verdiinnten IFNa-Subtypen stimuliert und
dann fur 24 h infiziert. Die Menge an intrazellularem SARS-Nukleoprotein wurde mit
einem icELISA gemessen.
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Abbildung 17: Der Effekt von IFNa auf die Replikation von SARS-CoV-2 in Vero E6 Zellen.

Vero E6 Zellen wurden fuir 16 h mit den verschiedenen IFNa Subtypen stimuliert und dann mit SARS-CoV-
2 infiziert. Nach 24 Stunden wurde der Virustiter im Uberstand mittels Endpunkt-Verdiinnung bestimmt (A).
Vero E6 Zellen wurden mit reprasentativen IFNa-Subtypen stimuliert und mit SARS-CoV-2 infiziert. Die
Infektion wurde fluoreszenzmikroskopisch visualisiert (Skala: 100 pm) (B). Mithilfe eines icELISAs wurden
Dosis-Effekt-Kurven erzeugt und die IFNa-Subtypen wurden anhand ihres antiviralen Effekts in drei
Gruppen aufgeteilt (C: stark antivirale Subtypen; D: mittel antivirale Subtypen; E: schwach antivirale
Subtypen). Der Verlauf der verschiedenen Gruppen im Mittel wird abgebildet (F). Die Kurven zeigen eine
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nichtlineare Regression der tatsachlichen Werte, die abgebildeten Punkte zeigen die Mittelwerte (C - E)
bzw. die einzelnen Replikate (F). A: n = 3, n = 6 fir unstim.; Gezeigt wird der Mittelwert mit Standardfehler.
Die Daten wurden gemeinsam mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitdt Bochum) generiert. C—E:n=5,n
= 4 fir IFNa1, IFNa2, IFNa4, n = 3 fir IFNa8. Statistik: A: IFNa Subtypen getestet gegen unstimulierte
Kontrolle mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05; **p < 0,01. Veréandert nach
[209].

Die Bestimmung der viralen Titer durch Endpunkt-Verdinnung zeigte, dass es deutliche
Unterschiede zwischen den Effekten der IFNa-Subtypen gegen SARS-CoV-2 gab (Abb.
17A). Die Stimulation mit den Subtypen IFNa5, IFNa8 und IFNa14 zeigte bei 1.000 U/ml
eine signifikante Reduktion der viralen Titer, teils bis unter die Detektionsgrenze. Bei
IFNa8 war der Effekt sogar noch bei 100 U/ml signifikant. Auch IFNa4 fuhrte zu einer
Reduktion von mehr als Faktor 1.000, auch wenn dieser Effekt aufgrund der Abweichung
der Ergebnisse nicht signifikant war. Die Subtypen IFNa2, IFNa7, IFNa17 und IFNa21
zeigten einen deutlich schwécheren Effekt als die vorher genannten Subtypen, flhrten
tendenziell dennoch zu einer Reduktion des Virus um den Faktor 10 bis 100. Die
verbleibenden Subtypen, IFNa1, IFNa6, IFNa10 und IFNa16 fihrten zu keinem
nennenswerten Effekt. Um die beobachteten Effekte zu visualisieren, wurde der Versuch
mit je einem Vertreter der soeben beschriebenen unterschiedlich antiviralen Gruppen
(IFNa5, IFNa7 und [IFNa16) wiederholt, die Zellen diesmal jedoch
fluoreszenzmikroskopisch durch Visualisierung des SARS-CoV-2-Nukleoproteins
untersucht. Ahnlich wie bei der Endpunkt-Verdiinnung konnte eine steigende Reduktion
an AlexaFluor 488 (grun)-gefarbten, infizierten Zellen von IFNa16- zu IFNa7- zu IFNa5-
stimulierten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 17B). Die Ergebnisse des icELISAs
zeigten, dass sich die IFNa-Subtypen aufgrund ihres antiviralen Effekts in drei Gruppen
einteilen lassen (Abb. 17C — E). Die IFNa-Subtypen innerhalb der Gruppen ahneln sich
von ihren Effekten und fur alle drei Gruppen war gut ein dosisabhéngiger Effekt zu
erkennen. Der Unterschied zwischen den Gruppen wurde durch die Mittelwerte der
einzelnen Gruppen im direkten Vergleich gut sichtbar (Abb. 17F). Wéahrend die Gruppe
der stark antiviralen IFNa-Subtypen im Mittel bereits bei etwa 20 U/ml zu einer relativen
Inhibition von 50 % in der Absorption fihrte, benétigte die Gruppe der schwach antiviralen

IFNa-Subtypen dazu im Mittel fast eine Konzentration von 80.000 U/ml.

In den Versuchen zur Untersuchung des antiviralen Effekts der IFNa-Subtypen auf
SARS-CoV-2 wurde das IFN jeweils vor der Infektion zu den Zellen gegeben. Um den

Einfluss des Stimulationszeitpunkts auf die Inhibition des Virus zu beleuchten, wurde mit
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IFNa5, das einen besonders starken antiviralen Effekt zeigte, sowohl eine Endpunkt-
Verdliinnung als auch ein icELISA in Vero E6 Zellen durchgefiihrt. Das IFN wurde dabei
zu verschiedenen Zeitpunkten bezogen auf die Infektion zu den Zellen gegeben. Der

Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitdt Bochum)

durchgefuhrt.
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Abbildung 18: Der Einfluss des Stimulationszeitpunkts auf den antiviralen Effekt von IFNa5.

Vero E6 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit 1.000 U/ml IFNa5 stimuliert und zum
Zeitpunkt t = 0 h mit 350 PFU/mI (icELISA) oder 30.000 PFU/well (Endpunkt-Verdiinnung) SARS-CoV-2
infiziert. Nach 24 h wurden die Virustiter mit einem icELISA (linke y-Achse) und einer Endpunkt-
Verdiinnung (rechte y-Achse) bestimmt. n = 3, n = 2 fir TCIDsp unstim. und -16 h. Gezeigt wird der
Mittelwert mit Standardfehler. Durchgefuhrt in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitéat
Bochum). Statistik: Stimulationszeitpunkte getestet gegen entsprechende unstimulierte Kontrolle mittels
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Multiple Comparison. **p < 0,01. Verandert nach [209].

Sowohl die Auswertung mittels Endpunkt-Verdinnung als auch mittels icELISA zeigten
einen zeitabhangigen Effekt der IFNa5-Stimulation (Abb. 18). Fir die Stimulation 16 h vor
der Infektion konnte flr beide Methoden eine signifikante Reduktion der Virusmenge
nachgewiesen werden, bei der das Virus um den Faktor 10° bei der Endpunkt-
Verdinnung inhibiert werden konnte. Fir die anderen Zeitpunkte konnte wegen der
geringen Grol3e der Stichprobe keine Signifikanz mehr erreicht werden, es zeigte sich
aber dennoch fur alle Zeitpunkte die Tendenz einer Reduktion der Virusmenge.
Gleichzeitig wurde auch ein zeitabhéngiger Effekt deutlich: je friher die Stimulation mit
IFNa5 erfolgte, desto starker war der antivirale Effekt. Dies war beim icELISA nochmal
deutlicher zu erkennen als bei der Endpunkt-Verdiinnung. Trotzdem konnte bspw. fiir den
iICELISA mit einer Stimulation 8 h nach der Infektion noch eine Reduktion um 60 %

erreicht werden. Auch bei der Endpunkt-Verdinnung betrug der Faktor fur die Reduktion
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der viralen Titer noch immer 100 — 1.000. Zusammenfassend zeigte sich aber, dass eine
maglichst frihe Stimulation mit IFNa zu einem verbesserten antiviralen Effekt fuhrt, da
die Zellen sich dann bei der Infektion im besten Falle schon in einem antiviralen Zustand

befinden.

5.2.5 Die Genexpression von ISGs nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in Vero
E6 Zellen
Die Infektionsversuche mit den verschiedenen IFNa-Subtypen haben ergeben, dass die
einzelnen Subtypen sich in ihrer antiviralen Aktivitat gegeniber SARS-CoV-2 teilweise
stark unterscheiden. Um Unterschiede in der ISG-Expression als méglichen Grund néaher
zu betrachten, wurde die ISG Expression nach Stimulation mit 1.000 U/ml exemplarischer
IFNa-Subtypen fur 18 h in Vero E6 Zellen untersucht. IFNa4 und IFNa5 wurden als
Vertreter der stark antiviralen Gruppe, IFNa2 als klinisch relevanter Subtyp, IFNa7 als
Vertreter der mittel antiviralen Gruppe und IFNa1 sowie IFNa16 als Vertreter der schwach
antiviralen Gruppe ausgewabhlt. Die Zellen wurden lysiert und die relative Genexpression

von Schlissel-ISGs, die alle auch gegen RNA-Viren wirken, mittels gPCR quantifiziert.
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Abbildung 19: Relative Genexpression von Schlissel-ISGs nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in
Vero E6 Zellen.

Vero E6 Zellen wurden fiir 16 h mit den angegebenen Konzentrationen der verschiedenen IFNa-Subtypen
stimuliert. Im Anschluss wurde zellulare RNA isoliert und die Genexpression von 1SG20 (A), MX1 (B),



Ergebnisse 77

IFITM3 (C), und OAS2 (D) mittels gPCR bestimmt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH
normalisiert und die relative Expression gegentber einer unstimulierten Kontrolle mit der AACT-Methode
errechnet. n = 3; abweichend davon n = 2 fir IFNa1 (MX1 10.000 U/ml, IFITM3 1.000 U/ml), IFNa2 (Mx1
100 U/ml), IFNa4 (MX1 100.000 U/ml), IFNa5 (MX1 100.000 U/ml und 10.000 U/ml, IFITM3 100.000 U/ml
und 1.000 U/ml) und IFNa7 (MX1 100 U/ml). Gezeigt ist der Mittelwert mit Standardfehler. Statistik: IFNa
Subtypen getestet gegen unstimulierte Kontrolle mittels Two-way ANOVA mit Dunnett’s Test. *p < 0,05; **p
<0,01; ***p < 0,001.

Die Auswertung der Genexpression von ISG20 zeigte, dass es nach Stimulation mit
IFNa2, IFNa4, IFNa5 und IFNa7 mit 100.000 U/ml zu einer signifikanten Erhéhung der
MRNA-Level um bis zu das 15-fache im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle kam. Bei
10.000 U/ml war die Genexpression durch IFNa2, IFNa4 und IFNa5-Stimulation erhdht,
bei 1.000 U/ml nur noch durch IFNa4 um etwa das 8-fache (Abb. 19A). Bei der niedrigsten
Konzentration 100 U/ml konnte keine signifikante Erhéhung gemessen werden. Generell
konnte die Stimulation mit den Subtypen IFNa1 und IFNa16 zu keiner signifikanten
Expression von 1ISG20 fiihren. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fir die Expression
von MX1 (Abb. 19B). Auch der Faktor der der Induktion war mit knapp 15 fast so hoch
wie bei 1ISG20. Die Induktion der Expression von IFITM3 war im Allgemeinen deutlich
niedriger als die der beiden anderen ISGs. Stimulation mit IFNa4 und IFNa5 fihrte
wiederum zur starksten Induktion, die diesmal sogar auch fur die niedrigste Konzentration
von 100 U/ml noch signifikant war (Abb. 19C). Fir die beiden hohen Konzentrationen
zeigten auch die IFNa2- und IFNa7-stimulierten Proben eine signifikante Induktion.
Anders als bei den anderen drei ISGs konnte auch IFNa1 fur die beiden hohen
Konzentrationen zu einer signifikant erhéhten Induktion fuhren, wahrend dies fur IFNa16
nicht der Fall war. Die Induktion der Expression von OAS2 war im Gesamten deutlich
héher als die der anderen ISGs und erreichte sogar den Faktor 100.000 fur IFNa5 (Abb.
19D). Signifikant war diese Induktion jedoch nur fur IFNa5 fur die beiden hochsten
Konzentrationen sowie fur IFNa4 fir 100.000 U/ml. Fir die anderen Subtypen handelt es
sich nur um starke Tendenzen. Auffallig war dabei jedoch, dass die tendenzielle Induktion
durch IFNa16 fur OAS2 deutlich geringer war als die durch alle anderen Subtypen.
Zusammenfassend kann in Bezug auf alle vier getesteten ISGs gesagt werden, dass die
Induktionsmuster relativ ahnlich sind: Stimulation mit IFNa4 und IFNa5 wies die starkste
Induktion auf, gefolgt von IFNa2 sowie IFNa7 und bei IFNa1- und IFNa16-Stimulation
war so gut wie keine signifikante Induktion der Genexpression zu messen. Dies entspricht

den Ergebnissen, die fur die antiviralen Effekte beobachtet werden konnten.
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5.2.6 Der antivirale Effekt von IFNa-Subtypen auf SARS-CoV-2 in humanen AE
Zellen
In Versuchen mit Vero E6 Zellen konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen
humanen IFNa-Subtypen unterschiedliche virale Effekte in Bezug auf SARS-CoV-2
aufweisen. Allerdings stammen Vero E6 Zellen aus der Niere einer adulten
Grunmeerkatze der Art Cercopithecus aethiops und besitzen somit nicht den humanen
IFNAR [8]. Weiterhin verfigen sie zwar uber eine funktionierende Typ-I-IFN-
Signalweiterleitung, haben allerdings einen Defekt in der Produktion von Typ-I-IFN [48].
Aus diesem Grund wurde nachfolgend der antivirale Effekt der IFNa-Subtypen auf
naturliche Zielzellen von SARS-CoV-2 untersucht. Zu diesem Zweck wurden gut
differenzierte humane airway epithelial (hAE) Zellen sieben verschiedener Spender
genutzt, die gut die in vivo Physiologie des respiratorischen Trakts widerspiegeln, sich in
verschiedene Zelltypen ausdifferenzieren und Zilienschlag sowie Mukusproduktion
aufweisen [82, 102]. Die Zellen wurden fur 16 h mit den IFNa-Subtypen stimuliert, dann
fur 2 h mit SARS-CoV-2 infiziert. Die Zugabe von IFNa erfolgte dabei direkt ins Medium
auf der basolateralen Seite der Zellen, die in einem Transwell-System kultiviert wurden.
Das Virus wurde apikal in HBSS verdunnt auf die Zellen gegeben. Alle 24 h wurden die
Zellen apikal gewaschen und der Virustiter in den Waschungen mittels Endpunkt-
Verdiinnung bestimmt. Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister

(Ruhr-Universitat Bochum) durchgefuhrt.
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Abbildung 20: Der Effekt von IFNa auf die Replikation von SARS-CoV-2 in hAE Zellen.

Humane AE Zellen wurden fir 16 h mit den verschiedenen IFNa-Subtypen stimuliert und dann mit 30.000
PFU/Well SARS-CoV-2 infiziert. Die Zellen wurden alle 24 h apikal gewaschen und die Waschungen auf
virale Replikation untersucht. Der TCIDso/ml wurde 72 h nach der Infektion bestimmt und die IFNa-
Subtypen aufgrund ihres antiviralen Effekts in drei Gruppen eingeteilt (vertikale Linien) (A). Die Virustiter
von Zellen, die mit 1.000 U/ml dreier reprasentativer IFNa-Subtypen stimuliert wurden, wurde im zeitlichen
Verlauf dargestellt (B). A: n =7 fir 1.000 U/ml, n = 4 fir 100 U/ml, n = 3 fir IFNa8 1.000 U/ml. B: n = 4.
Gezeigt wird der Mittelwert mit Standardfehler. Der Versuch wurde zusammen mit Toni Luise Meister (Ruhr-
Universitdt Bochum) durchgefiihrt. Statistik: A: IFNa Subtypen getestet gegen unstimulierte Kontrolle
mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05; **p < 0,01. Verandert nach [209].

Bei der Auswertung der Endpunkt-Verdinnung zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den IFNa-Subtypen bezuglich ihres antiviralen Effekts (Abb. 20A). Die
unstimulierten Proben zeigten im Durschnitt Virustiter von etwa 10’ TCIDso/ml. Durch
Stimulation mit 1.000 U/ml IFNa5 und IFNa8 war es mdéglich die Virusmenge bis unter
die Detektionsgrenze zu verringern. Auch Stimulation mit 1.000 U/ml IFNa4 fihrte zu
einer signifikanten Reduktion um den Faktor 1.000. Stimulation mit IFNa14 reduzierte
den Virustiter ebenfalls stark, dies war jedoch aufgrund der Donorvarianz nicht statistisch
signifikant. Die Subtypen IFNa2, IFNa7, IFNa17 und IFNa21 zeigten alle einen ahnlich
starken antiviralen Effekt und konnten mit 1.000 U/ml den Virustiter auf etwa 5x104 bis
5x10° reduzieren. Die verbleibenden Subtypen, IFNa1, IFNa6, IFNa10 und IFNa16
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zeigten maximal die Tendenz eines geringen antiviralen Effekts. Fir alle Subtypen konnte
zudem ein dosisabhangiger Effekt beobachtet werden. Der Vergleich mit den
Ergebnissen aus den Versuchen mit Vero E6 Zellen zeigte eine Ubereinstimmende
Tendenz, was die antiviralen Effekte der Subtypen betrifft und validiert somit die
Ergebnisse aus der Zelllinie (Abb. 17A und 20A). Die exemplarische Analyse von je
einem |FNa-Subtyp pro unterschiedlich antiviraler Gruppe Uber den gesamten
Versuchszeitraum machte deutlich, dass IFNa5 die viralen Titer Uber den kompletten
Zeitraum nahe an der unteren Detektionsgrenze halten konnte (Abb. 20B). Zum Zeitpunkt
48 h war bereits der Unterschied zwischen den antiviralen Effekten der Subtypen deutlich

sichtbar, nach 72 h verstéarkte sich diese Tendenz noch.

Um die moglichen Ursachen fiir die unterschiedlichen antiviralen Effekte weiter zu
analysieren, wurde aus den Zellen von vier Spendern des Versuchs zum Zeitpunkt 72 h
RNA isoliert und die relative Genexpression von fiunf Schlissel-ISGs mittels gPCR

bestimmt.
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Abbildung 21: Relative Genexpression von Schlissel-ISGs nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in
hAE Zellen.

Humane AE Zellen wurden fur 16 h mit 1.000 U/ml der verschiedenen IFNa-Subtypen stimuliert und im
Anschluss fir 72 h mit SARS-CoV-2 infiziert. Danach wurde zelluldre RNA isoliert und die Genexpression
von APOBEC3G (A), IDO1 (B), IFITM3 (C), ISG15 (D) und Tetherin (E) mittels gPCR bestimmt. Die
Expression wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative Expression gegentber einer
nicht infizierten (nicht inf.) Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet. n = 4, n = 3 fir ISG15. Gezeigt wird
der Median. Statistik: IFNa Subtypen und unstim. Probe getestet gegen nicht inf. Kontrolle mittels Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05; **p < 0,01. Verandert nach [209].

Nach Stimulation mit den IFNa-Subtypen konnte sowohl fir APOBEC3G als auch fur
IFITM3 keine signifikante Induktion beobachtet werden (Abb. 21A und C). Dennoch
zeigte sich bei APOBEC3G fur IFNa5, IFNa14 und IFNa16 die Tendenz eines mRNA-
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Anstiegs. Bei IFITM3 war dies fur IFNa4, IFNa5 und IFNa14 der Fall. Eine Signifikanz
konnte fur die IFNa5- und IFNa14-stimulierten Proben fur IDO1, ISG15 und Tetherin
nachgewiesen werden (Abb. 21B, D und E). Zudem flhrte auch die IFNa16-Stimulation
zu einer signifikant erhéhten IDO1-Expression und fur Tetherin war dies nach IFNa4-
Stimulation der Fall. Die Infektion mit SARS-CoV-2 fihrte fur keines der untersuchten
ISGs zu einer erhdhten Expression. Auch in humanen AE Zellen schien flr die getesteten
ISGs die Induktion nach IFNa-Stimulation grundsatzlich mit dem antiviralen Effekt zu
korrelieren, allerdings zeigt bspw. die signifikante Induktion von IDO1 nach IFNa16-
Stimulation, dass grundsatzlich auch die gegen SARS-CoV-2 schwach antiviralen
Subtypen ISGs induzieren. Der Zusammenhang zwischen antiviralem Effekt und
Expression von ISGs machte daher eine detailliertere Untersuchung der ISG-Profile

notwendig.

5.2.7 Transkriptomanalyse von humanen AE Zellen nach Stimulation mit IFNa-
Subtypen

Das Netzwerk aus ISGs, deren Expression nach Stimulation mit IFNa induziert wird,
beinhaltet hunderte und tausende beteiligter Proteine, die am antiviralen Effekt sowie der
Regulation des IFN-Signalwegs beteiligt sind. In vorhergehenden Versuchen wurde
versucht die relative Expression von Schlissel-ISGs mit dem antiviralen Effekt der IFNa-
Subtypen zu korrelieren. Aufgrund der Komplexitat der ISGs ist es jedoch nicht méglich
auf diese Weise ein vollstandiges Bild Uber Prozesse, die durch die IFNa-Stimulation
beeinflusst werden, zu erhalten. Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit Toni
Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum) eine Analyse des Transkriptoms von hAE Zellen
von vier Spendern durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen fir 16 h mit 1.000 U/ml der
IFNa-Subtypen stimuliert, anschlieRend lysiert und die isolierte RNA fir die
Transkriptomanalyse verwendet. Fir diesen Versuch wurde zusatzlich auch mit IFNA3
stimuliert, da fur dieses IFN ein starker antiviraler Effekt gegen SARS-CoV-2 beschrieben
war [59, 99]. Die Ergebnisse fur IFNA3 werden im Folgenden jedoch nicht im Detail
wiedergegeben. Ebenfalls wurden SARS-CoV-2-infizierte Zellen mit in die Analyse
eingeschlossen, um zellulare Veranderungen durch die Infektion zu untersuchen.
Analysiert wurden die Daten durch Daniel Todt (Ruhr-Universitat Bochum) sowie Jean-
Noel Billaud (Qiagen).
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Abbildung 22: Transkriptomanalyse von hAE Zellen nach IFNa-Stimulation bzw. SARS-CoV-2-
Infektion.
Humane AE Zellen wurden fur 16 h mit 1.000 U/ml der verschiedenen IFNa-Subtypen stimuliert bzw. fir
18 h mit 30.000 PFU/Well SARS-CoV-2 infiziert. Im Anschluss wurde zelluldre RNA isoliert und das
Transkriptom der Zellen analysiert. Dargestellt sind: verschiedene biologische Prozesse (GO Prozesse),
die durch IFNa-Subtypen oder SARS-CoV-2 induziert wurden (A); eine Heatmap der Gene, die der
antiviralen Immunantwort zugeordnet sind (B); die Anzahl hoch- und runterregulierter Gene in IFNa-
stimulierten Proben gegeniber den unstimulierten Proben (C); Heatmap der 19 einzigartigen Gene, die
durch alle IFNa-Subtypen reguliert werden (D); ein Graph, der die relative Genexpression der 42 Gene
zeigt, die einzigartig fir die Gruppe der stark antiviralen IFN sind, und die Gene biologischen Prozessen
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zuordnet (E). n = 4. Durchflihrung in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum).
Analyse durch Daniel Todt (Ruhr-Universitat Bochum) und Jean-Noel Billaud (Qiagen) Verandert nach
[209].

Eine gene ontology (GO) Signalweg-Analyse zeigte interessanterweise, dass die IFNa-
Subtypen, die einen mittleren oder starken antiviralen Effekt gegen SARS-CoV-2
aufwiesen, zu einer héheren Expression von Genen fihrten, die an der antiviralen
Immunantwort beteiligt sind, aber auch zu Expression von Genen im Zusammenhang mit
Proteinlokalisation, oxidativer Phosphorylierung, RNA-Stoffwechsel, ER-Stress,
Signalwegen oder der Lymphozyten-Aktivierung (Abb. 22A). Besonders IFNa4, IFNa5
und IFNa14, welche die starksten antiviralen Effekte zeigten, fuhrten zur starksten
Regulation dieser Gene. Interessanterweise wies auch IFNa17 ein einzigartiges Muster
auf, da es als einziger Subtyp Gene regulierte, die an der Translation beteiligt sind. Ein
naherer Blick auf Gene, die der antiviralen Immunantwort zugeordnet sind, zeigte, dass
die Gruppe an IFNa-Subtypen, die schwach antiviral wirkten (IFNa1, IFNa6, IFNa10 und
IFNa16), eine vergleichsweise deutlich niedrigere Expression bestimmter 1SGs
aufwiesen im Vergleich zu den mittel und stark antiviralen IFNa-Subtypen (Abb. 22B).
Zwei Gruppen von ISGs dabei einen besonders grof3en Unterschied: die erste Gruppe
beinhaltete u.a. ISG15 und MX1, die zweite, bei der der Unterschied noch ausgepragter
war, beinhaltete neben anderen bspw. OAS2. Ein Blick auf die Gesamtzahl an differentiell
regulierten Genen (DEG) nach IFNa-Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
zeigt, dass die Subtypen, die besonders stark antiviral wirkten (IFNo4, IFNa5, IFNa14),
die grof3te Zahl an Genen sowohl hoch-, als auch runterregulierten (Abb. 22C). Insgesamt
fanden sich im Transkriptom 19 gemeinsame Gene, die durch alle IFNa-Subtypen
differentiell reguliert werden, darunter auch MX1 und OAS2 (Abb. 22D). Fir diese beiden
Gene war auch am deutlichsten ein Unterschied zwischen den IFNa-Subtypen zu
erkennen, der die Subtypen klar entsprechend des antiviralen Effekts aufteilte. Fur die
IFN, die den starksten antiviralen Effekt zeigten (IFNa4, IFNa5 und IFNa14; IFNA3 ist aus
technischen Griinden ebenfalls in der Analyse enthalten), konnten 42 DEG analysiert
werden, die spezifisch fiur diese sind. Darunter befanden sich Gene, die mit der
Regulation von Transkription, der Signaltransduktion und dem Metabolismus assoziiert
sind (Abb. 22E). Auch RNaselL konnte identifiziert werden, welche Bestandteil der
antiviralen  Maschinerie von OAS2 ist. Zusammenfassend konnte die

Transkriptomanalyse Subtyp-spezifische Regulationssignaturen deutlich machen, die
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maoglicherweise an den beobachteten Unterschieden der antiviralen Aktivitat beteiligt

sind.

5.2.8 Proteomanalyse von humanen AE Zellen nach SARS-CoV-2-Infektion und
IFN-Stimulation

Da die Analyse des Transkriptoms unterschiedliche, Subtyp-spezifische Muster nach
Stimulation mit IFNa aufzeigte und mogliche Unterschiede als Grund fur die
verschiedenen antiviralen Effekte zu Vorschein brachte, wurde zusatzlich auch eine
Proteomanalyse vorgenommen. Dafir wurden exemplarisch IFNa5, IFNa7 und IFNa16
als Vertreter der stark, mittel und schwach antiviral wirkenden Subtypen verwendet, um
maogliche Schlussel-Molekile wahrend der SARS-CoV-2-Infektion ausfindig zu machen.
IFNA3 wurde ebenfalls verwendet und ist aus technischen Griunden in der Abbildung
enthalten. Auf die Ergebnisse fir IFNA3 soll nachfolgend aber nicht im Detalil
eingegangen werden. Die hAE Zellen von 4 Spendern wurden fir 16 h mit 1.000 U/ml
der Subtypen stimuliert und Proben fir die Proteomanalyse gesammelt. Dieser frihe
Zeitpunkt (t = 0) spiegelt die Situation wider, die zur Zeit der Infektion in den Experimenten
zur Bestimmung der antiviralen Effekte in den Zellen vorherrschte (siehe Kap. 4.2.6).
Zusatzlich wurde auch ein spéater Zeitpunkt (t = 72 h) fur die Analysen bertcksichtigt, fur
den es sowohl Proben gibt, die lediglich mit IFN stimuliert wurden, und Proben, die dazu
auch mit SARS-CoV-2 infiziert wurden, um mdgliche Einflisse von viralen Proteinen zu
bericksichtigen. Der gesamte Versuchsablauf ist in Abb. 23A dargestellt. Die Versuche
wurden in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum)
durchgefiihrt. Die Analyse der Daten erfolgte durch das Medizinische Proteom-Center
(Bochum).
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Abbildung 23: Proteomanalyse von hAE Zellen nach IFNa-Stimulation.

Humane AE Zellen wurden fiir 16 h (t =0 h) oder insgesamt 88 h (t = 72 h) mit 1.000 U/ml der angegebenen
IFN stimuliert. Zum Zeitpunkt t = 0 h wurde je ein Well pro IFN mit 30.000 PFU/Well SARS-CoV-2 infiziert
und ein zweites Well mit einer Mock-Kontrolle stimuliert. Dargestellt sind: der schematische
Versuchsaufbau (A); die Induktion biologischer Prozesse 16 h (t = 0 h) bzw. 88 h (t = 72 h) nach IFN-
Stimulation (B); Volcano Plots der hAE Zellen zu beiden Zeitpunkten, ISGs sind gelb markiert (C). n =4
Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum) durchgefihrt.
Die Analyse erfolgte durch das Medizinische Proteom-Center (Bochum). Veréandert nach [209].

Die GO-Analyse von Proteinen, die unterschiedlich stark abundant sind mit und ohne
Stimulation von IFNa-Subtypen, zeigte zu beiden Zeitpunkten, dass es zu einer starken
Anreicherung an Proteinen der antiviralen Immunantwort durch IFNa5 und IFNa7, jedoch
nicht durch IFNa16 kam (Abb. 23B). Fur IFNa16 konnte lediglich zum frihen Zeitpunkt
eine Anreicherung von Proteinen der Lymphozyten-Regulation beobachtet werden, die
aber in vitro vermutlich keinen Einfluss auf die SARS-CoV-2-Replikation hat. Anders sieht
es womoglich in vivo aus. Zum Zeitpunkt 72 h konnte zudem fir IFNa5-stimulierte Proben
eine Anreicherung von Proteinen assoziiert mit Proteolyse, Metabolismus, NF-kB-
Signalweg, Antigenprasentation und Proteinlokalisation festgestellt werden. In Bezug auf
den IFN-Signalweg zeigte sich, dass prominente Vertreter wie u.a. STAT1, Mx1, ISG15,
ISG20 und IFI35 nur nach Stimulation mit IFNa5 und IFNa7 stark abundant waren,
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wahrend sie in IFNa16-stimulierten sowie unstimulierten Proben nicht nachgewiesen
werden konnten (Abb. 23C).

Da diese Ergebnisse bereits einen interessanten Einblick in die moéglichen Schlissel-
Molekile fur den antiviralen Effekt der IFNa-Subtypen liefern konnten, wurden
nachfolgend auch die infizierten Proben naher analysiert. Daflr wurden zuséatzlich alle 24
h nach der Infektion die Zellen apikal gewaschen und die Waschungen zur Virustiter-
Bestimmung mittels Endpunkt-Verdinnung genutzt, um sicherzustellen, dass sowohl

Infektion als auch IFN-Stimulation wie gewinscht funktioniert haben.
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Abbildung 24: Proteomanalyse von hAE Zellen nach IFN-Stimulation in SARS-CoV-2 infizierten
Zellen.

Humane AE Zellen wurden fir 16 h mit 1.000 U/ml der angegebenen IFN stimuliert. Zum Zeitpunktt=0 h
wurde je ein Well pro IFN mit 30.000 PFU/Well SARS-CoV-2 infiziert und ein zweites Well mit einer Mock-
Kontrolle stimuliert. 72 h nach der Infektion wurden die Proteome analysiert (siehe auch Abb. 23A fir den
Versuchsaufbau). Dargestellt sind: die Kinetik der antiviralen Aktivitat der IFN zur Validierung der Infektion,
bestimmt durch Titration mit Endpunkt-Verdiinnung (A); Heatmaps von differentiell exprimierten Proteinen,
die mit dem IFN-Signalweg (B) oder der O-Glycan-Prozessierung (C) assoziiert werden. n = 4. A: Gezeigt
wird der Mittelwert mit Standardabweichung. Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister
(Ruhr-Universitat Bochum) durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte durch das Medizinische Proteom-Center
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(Bochum). Statistik: IFN-stimulierte Proben getestet gegen unstim. Kontrolle mittels Kruskal-Wallis-Test mit
Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05. Veréandert nach [209].

Die Bestimmung der viralen Titer Uber die Zeit zeigte, dass die Infektion funktioniert hat
und die Titer Uber die Dauer des Versuchs zunahmen (Abb. 24A). Auch die IFN-
Stimulation fuhrte wie bereits zuvor in Abb. 20 gezeigt zu einer Reduktion der viralen
Replikation, die sowohl fur IFNa5 als auch IFNa7 nach 48 h und 72 h signifikant war.
Interessanterweise machte ein Vergleich der infizierten und nicht-infizierten Proben
deutlich, dass die Infektion scheinbar kaum Einfluss auf die Abundanz von Proteinen des
IFN-Signalwegs hat (Abb. 24B). Auf der anderen Seite wiederum zeigte eine Analyse von
Proteinen der O-Glycan-Prozessierung, dass es durch die Infektion mit SARS-CoV-2
unabhéangig von der IFN-Stimulation zu einer Verringerung zahlreicher Mucine (MUC1,
MUC4, MUC5AC, MUC13, MUC16, MUC20, MUC58) kam (Abb. 24C). Mucine sind
Proteine, die den Mukus zusammensetzen und so bspw. den respiratorischen Trakt vor
Pathogenen schitzen [131]. Das Herunterregulieren dieser Proteine kénnte ein wichtiger
Mechanismus in der Pathogenese von SARS-CoV-2 sein. Im Gesamten konnten durch
die Proteomanalyse mdgliche Schliissel-Molekile und biologische Prozesse fiur die
antiviralen Effekte der IFNa-Subtypen als auch Mechanismen in der Pathogenese des

Virus identifiziert werden.

5.2.9 Der Effekt einer Kombinationstherapie mit IFNa und Remdesivir auf SARS-
CoV-2
Derzeit stehen neben einer Impfung als Prophylaxe kaum Medikamente fir die
Behandlung einer COVID-19-Infektion zur Verfigung. Remdesivir, ein direkt-antiviral
wirksamer Arzneistoff, der die RARP inhibiert, wurde in einigen Studien mit einer
verkirzten Hospitalisierung von schwer erkrankten Patienten in Verbindung gebracht und
daher auch als Notfallmedikament zugelassen [16, 73]. Neuere Studien jedoch konnten
keinen positiven Effekt auf den Zustand schwer erkrankter Patienten durch Remdesivir
alleine belegen [175]. Da IFNa5 in den durchgefiihrten Versuchen stets einen starken
antiviralen Effekt zeigte, sollte auch die antivirale Kapazitat einer Kombinationstherapie
von IFNa5 und Remdesivir untersucht werden. Dazu wurden Vero E6 Zellen entweder
16 h mit IFNa5 oder 1 h mit Remdesivir oder beidem in Kombination in serieller
Verdinnung vorstimuliert (Pra-Stimulation), infiziert und nach 24 h wurde mittels icELISA

die intrazellulare Menge an SARS-Nukleoprotein bestimmt. Da im Kontext von Patienten
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eine prophylaktische Therapie mit diesen beiden Stoffen nicht mdglich ist, wurde der
Versuch auch mit einer Stimulation 8 h nach der Infektion durchgefiihrt (Post-
Stimulation). Zusatzlich wurde die Kombinationstherapie auch mit Remdesivir und IFNa2
durchgefiihrt, da dies der Kklinisch zugelassene Subtyp ist. Der schematische
Versuchsablauf ist in Abb. 25A dargestellt. Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit

Toni Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum) durchgefihrt.
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Abbildung 25: Kombinationsbehandlung von SARS-CoV-2 infizierten Vero E6 Zellen mit IFNa und
Remdesivir.

Vero E6 Zellen wurden mit 2.000 PFU SARS-CoV-2 infiziert und das intrazellulare virale Nukleoprotein
mittels icELISA gemessen. Die Zellen wurden entweder vor oder nach der Infektion mit IFNa2, IFNa5 oder
Remdesivir behandelt. Dargestellt sind: der schematische Versuchsaufbau mit den Stimulationszeiten (A);
Inhibition der viralen Replikation durch IFNa5 und Remdesivir durch Stimulation vor (Pra-Stimulation, B)
und nach (Post-Stimulation, C) der Infektion. Der Kombinationseffekt wurde durch Analyse mit der
Webapplikation Synergy Finder ausgerechnet; Inhibition der viralen Replikation durch IFNa2 und
Remdesivir durch Stimulation vor (D) und nach (E) der Infektion. n = 3. Der Versuch wurde in
Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-Universitat Bochum) durchgefuhrt. Verandert nach [209]
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Um den antiviralen Effekt der Kombinationstherapie zu quantifizieren, wurde der
beobachtete Effekt mit dem erwarteten Effekt auf Grundlage der Ergebnisse aus den
Einzelstimulationen mithilfe des Loewe additivity models verglichen. In diesem Model
deutet ein 6-score (Loewe synergy score) von tber 10 auf einen synergistischen Effekt
der beiden Stimulantien hin. Fur die Pra-Stimulation konnte ein starker
Kombinationseffekt mit mehr als 90 % viraler Inhibition fiir die hohen Konzentrationen
sowohl fur IFNa5 als auch IFNa2 beobachtet werden (Abb. 25B und D). Die &-scores
deuteten mit 8,504 und 4,801 auf einen keinen synergistischen, sondern einen additiven
Effekt von IFNa und Remdesivir hin. Entsprechend der Erwartungen aufgrund der
Kinetikversuche mit IFNa5 (siehe Kapitel 4.2.4) lag die antivirale Inhibition bei der Post-
Stimulation dosisabhangig mit maximal etwas tber 70 % ein wenig niedriger als die Pra-
Stimulation (Abb. 25C und E). Auch die &-scores lagen fur beide Kombinationen unter 1
und damit deutlich niedriger als bei der Pra-Stimulation.

Um einen maoglichen zytotoxischen Effekt der Kombinationstherapie als Ursache fir die

starke antivirale Inhibition auszuschlielRen, wurden die Versuche ohne Infektion

wiederholt und die Zellviabilitat bestimmt.
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Abbildung 26: Zellviabilitit von Vero E6 Zellen nach Stimulation mit IFNa2 oder IFNa5 in
Kombination mit Remdesivir.

Vero E6 Zellen wurden fir insgesamt 40 h mit den angegeben Konzentrationen IFNa2 oder IFNa5 und fr
25 h mit den angegebenen Konzentrationen Remdesivir stimuliert. Danach wurde die Zellviabilitat
gemessen. n = 1, Messung in Triplikaten. Gezeigt wird der Mittelwert. Verandert nach [209].

Sowohl fur die Kombination von IFNa5 als auch von IFNa2 mit Remdesivir konnte keine
Zytotoxizitdt gemessen werden (Abb. 26A und B). Fir alle Konzentrationen von IFNa5
und Remdesivir lag die Zellviabilitat bei nahezu 100 %. Die Werte fur die Kombination
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von IFNa2 und Remdesivir liegen im Allgemeinen etwas niedriger, deuteten aber mit etwa
80 % auch nicht auf einen starken zytotoxischen Effekt hin.

Um diese Ergebnisse auch in natirlichen Zielzellen von SARS-CoV-2 zu bestatigen,
wurden ausgewahlte Konzentrationen von IFNa5 und Remdesivir fur die Stimulation
infizierter hAE Zellen als Post-Stimulation ausgewahlt. Ein ebenso grof3es Spektrum an
Konzentrationen wie bei den vorherigen Versuchen konnte aufgrund der limitierten
Verfugbarkeit an Priméarzellen nicht analysiert werden. Die verwendeten Konzentrationen
wurden aufgrund der Vorergebnisse in Vero E6 Zellen ausgewahlt. Die hAE Zellen von
drei Spendern wurden mit SARS-CoV-2 infiziert und nach 8 h mit drei verschiedenen
Kombinationen aus IFNa5 und Remdesivir stimuliert. Die Zellen wurden alle 24 h nach
der Infektion apikal gewaschen und der virale Titer mittels Endpunkt-Verdinnung
bestimmt. Der Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Toni Luise Meister (Ruhr-

Universitat Bochum) durchgefthrt.

niedrige Dosis mittlere Dosis
107_ |gr-
[
10°- I,,,—-""'fl 10%- I,.-—"""
- _.-——./ g - |
£ 10° - /* E 105 i :
;ﬂ /i Vi ‘GE i /// :
5 10 /b S 10 / — i///
y -
107 10°- yd &
" / ‘z/
T untere —_— - e T untere
10? DG 102 T T T T DG
96 120 0 72 96 120
h p.i h p.i
hohe Dosis
1074 . .
& unstimuliert
[ ] # Remdesivir
104 I/i
y | IFNas
2 101 o~ | | O Remdesivir + [FNas
3 .
a
2 101
103+ :
" ,-f-'*g untere
T — —— DG
0 72 96 120
h p.i.

Abbildung 27: Kombinationsbehandlung von SARS-CoV-2 infizierten hAE Zellen mit IFNa5 und
Remdesivir.

Humane AE Zellen wurden mit 30.000 PFU/Well SARS-CoV-2 infiziert und nach 8 h mit drei verschiedenen
Dosen IFNa5 und Remdesivir alleine oder in Kombination behandelt. Die virale Replikation wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten durch Titration der apikalen Waschungen mit Endpunkt-Verdinnung bestimmt.
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Niedrige Dosis: 0,313 uM Remdesivir, 0,2444 U/ml IFNa5; mittlere Dosis: 0,63 uM Remdesivir, 15,625 U/ml
IFNa5; hohe Dosis: 2,5 uM Remdesivir, 1,953 U/ml IFNa5. n = 3. Gezeigt wird der Mittelwert mit
Standardfehler. Statistik: Die Behandlung wurde jeweils getestet gegen die unstimulierte Kontrolle mittels
Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison. *p < 0,05; **p < 0,01.

Fur alle drei kombinierten Konzentrationen konnte ein additiver Effekt fur die Stimulation
8 h nach der Infektion beobachtet werden (Abb. 27). Fur die niedrige Dosis (0,313 uM
Remdesivir und 0,2444 U/ml IFNa5) konnte sowohl fur die Einzelstimulationen als auch
fur die Kombination nur ein geringer Effekt beobachtet werden, der nicht statistisch
signifikant war. Bei der mittleren Dosis (0,63 yM Remdesivir und 15,625 U/ml IFNa5)
konnten beide Einzelbehandlungen flr eine nicht signifikante Reduktion um den Faktor
100 gegeniber der unstimulierten Probe sorgen. Die kombinierte Stimulation konnte in
diesem Fall einen deutlich besseren, signifikanten Effekt erzielen. Bei der hohen Dosis
(2,5 yM Remdesivir und 1,953 U/ml IFNa5) flhrte die Stimulation mit IFNa5 alleine zu
keiner nennenswerten Reduktion der viralen Titer. Da jedoch Remdesivir alleine und
entsprechend auch die Kombination zu einer starken, signifikanten Reduktion der
Virusmenge fuhrte, wurde der positive Effekt der Kombination in diesem Fall nicht so
deutlich wie fir die mittlere Kombination.

Zusammengenommen konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Gabe von IFNa5 mit
einem direkt-antiviral wirksamen Wirkstoff die virale Replikation auf additive Weise
inhibieren konnte und somit einen mdglichen alternativen Ansatz fur die Therapie von
COVID-19 darstellt.

5.2.10 Die Modulation des antiviralen Effekts von IFNa-Subtypen durch IL-18

Die Induktion von ISGs durch Stimulation mit IFNa stellt einen essentiellen Bestandteil
der antiviralen Immunantwort dar. Die Inhibition der Typ-I-IFN-Antwort bzw. der I1SG-
Induktion ist ein weit verbreiteter Mechanismus von Viren und stellt die Wichtigkeit von
ISGs heraus. Aus diesem Grund ist die Verstarkung der Typ-I-IFN-Antwort bzw. der ISG-
Induktion ein moglicher Ansatz, um die antiviralen Effekte der IFNa-Subtypen zu
verbessern. In einigen Studien wurde das proinflammatorische Zytokin IL-1B als
maoglicher Modulator der IFNa-Antwort diskutiert. Wahrend IL-13 durch Bindung an
seinen Rezeptor hauptséchlich den NF-kB-Signalweg aktiviert, gibt es auch Belege, dass
dadurch STATS3 aktiviert werden kann [6, 255]. Aul3erdem wurde beobachtet, dass eine
Kostimulation von IFNa und IL-1B8 in einer Leberzelllinie zu einer starkeren und

langlebigeren STAT1-Phosphorylierung fuhrte [93]. Eine neuere Studie konnte belegen,
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dass die kombinierte Stimulation von IFNa mit IL-13 zu einer erhdhten ISG-Expression,
verbesserten STAT3-Aktivierung und starkeren Inhibition von HCV in einer Huh7-
Reporterzelllinie, bei der die HCV-Replikation mit der Expression von Luciferase
korreliert, im Vergleich zu IFNa alleine geflhrt hat [192]. Aus diesem Grund wurde im
folgenden Abschnitt die Modulation des antiviralen Effekts von IFNa-Subtypen durch IL-
1B in Bezug auf die Inhibition der viralen Replikation und der ISG-Expression fur HBV
und SARS-CoV-2 untersucht.

Fur die Untersuchung des Effekts auf HBV wurden differenzierte HepaRG Zellen mit HBV
infiziert und regelmaf3ig mit IL-1( alleine oder in Kombination mit einem der angegebenen
Subtypen von IFNa stimuliert. Acht Tage nach der Infektion wurde die Menge an HBsAg
in den Uberstanden bestimmt und die IL-1B Proben mit den entsprechenden Proben ohne
IL-18 verglichen. Fir die Experimente zur ISG-Expression wurden differenzierte
HepaRG-Zellen fur 18 h mit IL-1[ alleine oder in Kombination mit einem der angegebenen
IFNa-Subtypen stimuliert. Danach wurde die RNA isoliert und die relative Genexpression
von I1ISG15, 1ISG20 und MX1 mittels gPCR bestimmit.
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Abbildung 28: Der Effekt von IL-1B auf den antiviralen Effekt von IFNa-Subtypen und die I1SG-
Expression nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in HepaRG Zellen.

Differenzierte HepaRG Zellen wurden mit HBV mit 500 geqg/Zelle infiziert und parallel zur Infektion sowie
an Tag 1, 4 und 6 nach Infektion mit 5 ng/ml IL-13, 1.000 U/ml der IFNa Subtypen oder beidem in
Kombination behandelt. An Tag 8 wurden die HBsAg-Titer im Uberstand mittels ELISA bestimmt (A). Zur
Untersuchung der ISG-Expression wurden dHepaRG Zellen fur 18 h mit 5 ng/ml IL-13, 1.000 U/ml der IFNa
Subtypen oder beidem in Kombination stimuliert. Im Anschluss wurde zellulare RNA isoliert und die
Genexpression von ISG15, ISG20 und MX1 mittels gPCR bestimmt. Die Expression wurde auf das
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Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative Expression gegeniiber einer unstimulierten Kontrolle
mit der AACT-Methode errechnet (B-D). A: n=3; B-D: +IL-1B n = 3; - IL-1B unstim.n =3, IFNa2n =7, n
= 6 fir MX1, IFNa6 n = 6, n = 7 fur ISG15, IFNa7 n = 8, n = 7 fir MX1. Gezeigt wird der Mittelwert mit
Standardfehler. Statistik: Flr jeden IFNa Subtyp bzw. unstim. wurde jeweils + IL-13 gegen — IL-1[3 getestet
mittels ungepaartem t-Test. *p < 0,05.

Durch eine kombinierte Stimulation von IFNa-Subtypen und IL-18 konnte fur HBV-
infizierte Zellen kein verbesserter antiviraler Effekt beobachtet werden (Abb. 28A). Fur
die Stimulation mit IFNa2, die alleine die HBsAg-Menge auf etwa 40 % verringern konnte,
ergab sich sogar ein signifikant schlechterer Effekt bei gleichzeitiger Zugabe von IL-1.
Auch fur die IFNa6- und IFNa7-stimulierten Proben zeigte sich, dass IL-1p den antiviralen
Effekt tendenziell verringerte. Interessant war auch, dass die Stimulation mit IL-1f3 alleine
gegenuber der unstimulierten Kontrolle zu einer etwa 1,8-fach so hohen Menge an
HBsAg fuhrte. Dieser Unterschied war zudem fast signifikant. Fur die Induktion der 1ISG-
Expression konnte festgestellt werden, dass alle IFNa-Subtypen zu einer starken
Induktion der drei ISGs fuhrten (Abb. 28B — D). Die Induktion wurde jedoch durch Zugabe
von IL-1p3 nicht erhéht und auch IL-1f alleine induzierte keine ISG-Expression. Insgesamt
konnte fur dHepaRG Zellen keine verbesserte ISG-Induktion durch IL-1B beobachtet
werden und bezogen auf die Infektion mit HBV schien diese durch IL-1B-Zugabe sogar

beglnstigt gewesen zu sein.

Da die Effekte der IFNa-Subtypen sich zwischen verschiedenen Zelltypen und
Virusinfektionen unterscheiden, wurde der Effekt von IL-1 auch fir Vero E6 Zellen bzw.
die SARS-CoV-2-Infektion untersucht. Dazu wurden Vero E6 Zellen zunachst mit seriell
verdunnten IFNa-Subtypen alleine oder in Kombination mit IL-18 fir 1 h stimuliert.
Anschliel3end wurden die Zellen mit SARS-CoV-2 infiziert und nach 24 h die Menge an
intrazellularem Nukleoprotein mittels iCELISA gemessen. Fir diesen Versuch wurden
exemplarisch IFNa5, IFNa7 und IFNa16 ausgewahlt, da sie entsprechend einen starken,

mittleren und schwachen antiviralen Effekt zeigten (Abb. 17 und 20).
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Abbildung 29: Der Effekt von IL-1B8 auf den antiviralen Effekt von IFNa-Subtypen in Vero E6 Zellen.
Vero E6 Zellen wurden fur 1 h mit 10 ng/ml IL-18 und den angegebenen Konzentrationen IFNa5 (A), IFNa7
(B) oder IFNa16 (C) stimuliert und anschlieBend mit 350 PFU/mI SARS-CoV-2 infiziert. Nach 24 h wurde
die virale Replikation mittels icELISA gemessen. Die Kurven zeigen eine nichtlineare Regression der
tatsachlichen Werte, die abgebildeten Punkte zeigen die Mittelwerte. n = 3.

Fir die Stimulation mit IFNa5 zeigte sich ein dosisabhangiger Effekt der Inhibition der
viralen Replikation im icELISA, die auch bei der niedrigsten Konzentration nur bei etwa
40 % lag. Die zusatzliche Zugabe von IL-1B zeigte allerdings keine Verbesserung des
antiviralen Effekts (Abb. 29A). Der Effekt durch IFNa7 war entsprechend der
Vorergebnisse deutlich geringer mit nur etwa 20 % Inhibition bei der niedrigsten
Konzentration von 39 U/ml. Jedoch war erkennbar, dass die zusatzliche Stimulation mit
IL-18 besonders bei den niedrigeren Konzentrationen wie 78 U/ml oder 156 U/ml zu einer
tendenziellen Verbesserung des antiviralen Effekts um etwa 10 % flhrte, auch wenn
diese nicht signifikant war (Abb. 29B). Eine ahnliche Tendenz konnte bei IFNa16
beobachtet werden, bei dem auch bei den niedrigeren Konzentrationen, bei denen der
Effekt des IFNa-Subtyps alleine eher gering war, die Zugabe von IL-1B den Effekt
verstarkte.

Da die Ergebnisse des Versuchs darauf hindeuteten, dass IL-13 bei einem bereits
starken Effekt von IFNa alleine zu keiner Verbesserung mehr fihrt, diese jedoch bei den
niedrigeren Konzentrationen von IFNa7 und IFNa16 tendenziell zu erkennen war, wurde

der Versuch mit den Subtypen IFNa7 und IFNa16 wiederholt. Diesmal wurde jedoch
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konstant mit 78 U/ml IFNa stimuliert und IL-1B seriell verdinnt, um mogliche

konzentrationsabhéngige Effekte von IL-18 zu untersuchen.
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Abbildung 30: Der konzentrationsabhangige Effekt von IL-18 auf den antiviralen Effekt von IFNa-
Subtypen in Vero E6 Zellen.

Vero E6 Zellen wurden fir 1 h mit den angegebenen Konzentrationen IL-18 und 78 U/ml IFNa7 (A) oder
IFNa16 (B) stimuliert und anschlieRend mit 350 PFU/mI SARS-CoV-2 infiziert. Nach 24 h wurde die virale
Replikation mittels icELISA gemessen. Die Kurven zeigen eine nichtlineare Regression der tatsachlichen
Werte, die abgebildeten Punkte zeigen die Mittelwerte. Die gestrichelten Linien stellen den Effekt von 78
U/ml IFN ohne IL-1B dar. n = 3.

In Bezug auf IFNa7 konnte fir alle Konzentrationen von IL-13 die Tendenz eines leicht
verbesserten antiviralen Effekts gegenuber der Stimulation ohne IL-18 beobachtet
werden (Abb. 30A). Dieser Effekt war mit etwa 5 % allerdings sehr gering und es konnte
keine klare Konzentrationsabhangigkeit gezeigt werden. Fur IFNa16 hingegen war mit
steigender Zunahme an IL-13 eine leichte Verbesserung des antiviralen Effekts zu sehen
(Abb. 30B). Wahrend die niedrigste Konzentration von etwa 0,16 ng/ml so gut wie keinen
Unterschied zur Stimulation mit IFNa16 allein zeigte, konnte bei Konzentrationen ab ca.
2,5 ng/ml eine Verringerung der relativen viralen Replikation um 10 % erreicht werden,
auch wenn diese nicht signifikant war.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IL-13 tendenziell in der Lage ist den
antiviralen Effekt von IFNa-Subtypen zu verstarken. Es konnte allerdings nur bedingt ein
konzentrationsabhangiger Effekt beobachtet werden.

Da fur SARS-CoV-2 in Vero E6 Zellen die Tendenz eines positiven Effekts von IL-13 auf
den antiviralen Effekt von IFNa beobachtet werden konnte, wurde auch die Expression
von ISGs untersucht. Dazu wurden Vero E6 Zellen fur 18 h mit IL-1B alleine oder in
Kombination mit 1.000 U/ml eines der angegebenen IFNa-Subtypen stimuliert. Danach
wurde die RNA isoliert und die relative Genexpression von ISG15, ISG20 und MX1 mittels
gPCR bestimmt.
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Abbildung 31: Der Effekt von IL-18 auf die ISG-Expression nach Stimulation mit IFNa-Subtypen in
Vero E6 Zellen.

Zur Untersuchung der ISG-Expression wurden Vero E6 Zellen fir 18 h mit 5 ng/ml IL-1B, 1.000 U/ml der
IFNa-Subtypen oder beidem in Kombination stimuliert. Im Anschluss wurde zellulare RNA isoliert und die
Genexpression von ISG15 (A), ISG20 (B) und MX1 (C) mittels gPCR bestimmt. Die Expression wurde auf
das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die relative Expression gegeniber einer unstimulierten
Kontrolle mit der AACT-Methode errechnet. n = 3 flr + IL-1B; fir — IL-1B: n = 4 fir ISG15, n = 7 flr ISG20,
n = 6 fur IFNa5 und IFNa7 MX1, n = 7 fiur IFNa16 MX1. Gezeigt wird der Mittelwert mit Standardfehler.
Statistik: Fur jeden IFNa Subtyp bzw. unstim. wurde jeweils + IL-1B gegen — IL-1(3 getestet mittels Mann-
Whitney-Test. *p < 0,05.

Fir die Stimulation mit allen drei IFNa-Subtypen konnte eine Induktion von ISG15
beobachtet werden, die in Korrelation mit den antiviralen Effekten bei IFNa5 am starksten
und bei IFNa16 am schwachsten war (Abb. 31A). Fur keinen der IFNa-Subtypen konnte
jedoch eine Erhohung durch zusatzliche Stimulation mit IL-18 gemessen werden und
auch IL-1pB allein fuhrte zu keiner Induktion von ISG15. Die relative Induktion von 1ISG20
war nach IFNa-Stimulation insgesamt etwas geringer als fur 1ISG15 und fur IFNa16
konnte generell, genau wie fur IL-1 allein, keine Induktion gemessen werden (Abb. 31B).
Interessanterweise konnte eine kombinierte Stimulation von IFNa5 bzw. IFNa7 mit IL-13
zu einer signifikant héheren Induktion von ISG20 flhren als die IFNa-Subtypen alleine.
Fur MX1 zeigte sich ein ahnliches Bild wie fir 1ISG15. Zwar war hier der Unterschied
zwischen den Subtypen nicht so stark und alle fihrten jeweils zu einer mindestens 10-
fach erhohten relativen Genexpression, doch es konnte auch hier kein positiver Effekt

von IL-1B3 auf die ISG-Induktion durch IFNa gemessen werden.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass IL-13 die Induktion von ISGs durch IFNa

verstarken kann, dies jedoch Zelltyp- und ISG-spezifisch zu sein scheint.

5.3  Der antivirale Effekt von IFNa2-Mutanten auf HBV und SARS-CoV-2
Die klinische Verwendung von IFNa ist bisher auf den Subtyp IFNa2 beschrankt.
Allerdings wird heutzutage oftmals die Behandlung mit anderen Therapieoptionen
vorgezogen, da die Applikation von IFNa2 zu gravierenden Nebenwirkungen fiihren kann
[51]. In vergangenen Publikationen konnte im Zusammenhang mit mehreren viralen
Infektionen jedoch gezeigt werden, dass andere IFNa-Subtypen als IFNa2 je nach Virus
starkere antivirale Effekte aufweisen [37, 115, 119, 209]. Andere Subtypen kdnnten daher
ebenfalls eine therapeutische Option darstellen. Da der Weg zur klinischen Zulassung
anderer Subtypen jedoch aufwendig ware, besteht eine andere Option darin, den bereits
zugelassenen Subtyp IFNa2 zu modifizieren und dessen antivirale Aktivitaten zu
verbessern. Im folgenden Kapitel wurden daher mdgliche vielversprechende Mutationen
aufgezeigt und der Effekt von IFNa-Mutanten auf HBV und SARS-CoV-2 im
Zellkulturmodell untersucht.

5.3.1 Ubersicht uber die verwendeten IFNa-Mutanten

FUr die Signalweiterleitung durch IFNa ist die Bildung des ternaren Komplexes bestehend
aus IFNAR1, IFNAR2 und dem IFNa-Subtyp unerlasslich. Daher stellen die
Aminosauren, die an der Bindung von IFNa an die beiden Rezeptoruntereinheiten
beteiligt sind, mdgliche wichtige Modulatoren der Signalweiterleitung und antiviralen
Aktivitat dar. Eine weitere Region von Interesse stellt ein Bereich names Tunable anchor
zwischen den Aminosauren 53-67 dar, der nach aul3en gerichtet eine stark konservierte
Bindestelle fur IFNAR1 aufweist, nach innen gerichtet jedoch variabel zwischen den
einzelnen Subtypen ist (nicht publizierte Daten). Da sowohl IFNa6 als auch IFNa14 gegen
HIV und HBV in verotffentlichten Studien starkere Effekte zeigten als IFNa2, wurde
zunéchst ein Sequenzalignment auf Aminosaureebene durchgefihrt, um Unterschiede
innerhalb und aufRerhalb der eben genannten Bereiche zu visualisieren. Da alle
verwendeten IFNa-Subtypen rekombinant in Bakterien hergestellt wurden, wurden fur
das Alignment nur die Aminoséauren hinter dem Signalpeptid berilicksichtigt. Dieses
Signalpeptid entscheidet tber den Bestimmungsort und den Transportweg des Proteins

innerhalb einer Zelle. Da Bakterienzellen nicht kompartimentiert sind, muss dieses bei
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der rekombinanten Herstellung von eukaryotischen Proteinen in Bakterien vorher in der

DNA-Sequenz entfernt werden.
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Abbildung 32: Alignment der Proteinsequenzen von IFNa2, IFNa6 und IFNa14.

Die Proteinsequenzen von IFNo2, IFNa6 und IFNa14 wurden nach Entfernen der Sequenz des
Signalpeptids mit der BLOSUMG62-Matrix in Geneious 5 gegeneinander ausgerichtet. Die
Sekundarstrukturen (Helices, AB Loop) wurden annotiert. Griin unterlegte Aminosauren sind in allen drei,
orange unterlegte Aminosauren in zwei Sequenzen identisch. Rot markierte Aminosauren sind nur in einer
Sequenz zu finden. Die grauen Quadrate kennzeichnen Aminosauren, die an der Bindung zu den
Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 oder IFNAR2 beteiligt sind [234, 263]. Braune Quadrate kennzeichnen die
Aminosauren der Tunable anchor-Region.

Das Alignment der Aminosauresequenzen der drei IFNa-Subtypen zeigt, dass die
Sequenzen in grol3en Teilen identisch sind. Innerhalb der Region, die an der Bindung zu
IFNAR2 beteiligt ist, gib es jeweils nur zwei Aminosauren, die sich zwischen IFNa2 und
IFNa6 (Positionen 15 und 154) bzw. IFNa2 und IFNa14 (Positionen 26 und 154)
unterscheiden (Abb. 32). Die fiur die Bindung an IFNAR1 assoziierte Aminosauren sind
zwischen IFNa2 und IFNa6 identisch, zwischen IFNo2 und IFNal4 gibt es vier
Unterschiede (Positionen 83, 87, 90 und 121). In der Tunable anchor-Region wiederum
unterscheiden sich IFNa2 und IFNa6 in vier Aminosauren (Positionen 53, 55, 60 und 64)
und IFNa2 und IFNa14 ebenfalls in vier Aminosauren (Positionen 53, 55, 61 und 64).
Weitere Unterschiede gibt es zudem auf3erhalb dieser Regionen, die jedoch hier nicht
alle benannt werden sollen (Abb. 32).

Auf Grundlage dieser Unterschiede wurden mittels site-directed mutagenesis durch Vu
Thuy Khanh Le-Trilling (UK Essen) IFNa2/a6- bzw. IFNa2/a14-Mutanten erzeugt, die auf
Basis von IFNa2 Mutationen in den IFNAR-Bindestellen, dem Tunable anchor oder
anderen Regionen enthalten. Eine Ubersicht tiber die hier verwendeten Mutanten zeigt
Tabelle 13.
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die verwendeten IFNa2-Mutanten.

Die Tabelle zeigt die verwendeten IFNa2/a6- sowie IFNa2/a14-Mutanten, die darin enthaltenen Mutationen
sowie die betroffenen Regionen. Hellgrau: Aminosduren der IFNAR1-Bindestelle; Dunkelgrau:
Aminosauren der IFNAR2-Bindestelle; Braun: Aminosauren der Tunable anchor-Region; Schwarz:
Aminosauren anderer Regionen.

Mutante IFNa-Subtypen Mutationen Betroffene
Regionen
IFNa2-MS IFNa2/a6 L15M, L154S IFNAR2
IFNa2-ASVT IFNa2/a6 T53A, P55S, M60V, 164T Tunable anchor
IFNa2-PF IFNa2/a14 L26P, L154F IFNAR2
IFNa2-EIFK IFNa2/a14 : : : IFNAR1
IFNa2-PEIFKF IFNa2/a14 L26P, , , , | IFNAR1, IFNAR2
, L154F
IFNa2-NNEMM IFNo2/a14 D2N, G10N, G37E, andere
L93M, K131M
IFNa2-NNEMMM IFNo2/a14 D2N, G10N, G37E, Tunable anchor,
161M, L93M, K131M andere
IFNa2-QASMT IFNa2/a14 E52Q, T53A, P55S, Tunable anchor
I61M, 164T

Um auszuschliel3en, dass die IFNa2-Mutanten einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen,
mit denen spater der antivirale Effekt untersucht werden sollte, haben, wurde die
Zellviabilitdit gemessen. Dazu wurden zum einen differenzierte HepaRG Zellen innerhalb
von 8 Tagen vier Mal (an den Tagen 1, 2, 5 und 7) mit 5.000 U/ml der IFNa-Subtypen
bzw. deren Mutanten stimuliert. Zum anderen wurden Vero E6 Zellen fur 24 h mit 2.500
U/ml der IFNa-Subtypen oder der Mutanten stimuliert. Im Anschluss wurde jeweils die
Zellviabilitat mittels Orangu Cell Counting Solution gemessen. Die ausgewahlten
Zeitpunkte und Konzentrationen entsprechen denen, die spater zur Untersuchung der

antiviralen Effekte verwendet werden sollten.
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Abbildung 33: Zellviabilitdt von HepaRG und Vero E6 Zellen nach Stimulation mit IFNa2-Mutanten.
Differenzierte HepaRG Zellen wurden an Tag 1, 2, 5 und 7 mit je 5.000 U/ml der verschiedenen IFNa-
Subtypen bzw. IFNa2-Mutanten stimuliert. An Tag 9 wurde die Zellviabilitdét gemessen. Vero E6 Zellen
wurden fir 24 h mit 2.500 U/ml stimuliert, bevor die Zellviabilitdt bestimmt wurde. n = 1; n = 2 fir dHepaRG
IFNa6, IFNa2-PEIFKF, IFNa2-NNEMM und IFNa2-MS. Gemessen jeweils in Triplikaten. Gezeigt wird der
Mittelwert.

Fur alle getesteten Mutanten und IFNa-Subtypen konnte keine hohe Zytotoxizitat
beobachtet werden (Abb. 33). Die Zellviabilitdt der dHepaRG Zellen lag im Gesamten
zwar unter der der Vero E6 Zellen, allerdings wurden die dHepaRG Zellen auch haufiger
und mit héheren Konzentrationen an IFNa stimuliert. Dennoch liegt die Zellviabilitat far
alle Proben bei tber 65 %. Bei den Vero E6 Zellen lag die Zellviabilitat fur alle Proben bei
Uber 90 %, lediglich die Werte fur IFNa2-PF und IFNa2-EIFK lagen mit 80 % etwas
darunter. Insgesamt konnte aber keine bedenkliche Zytotoxizitat der Mutanten im

Vergleich mit den IFNa-Subtypen festgestellt werden.

5.3.2 Der antivirale Effekt der der Mutanten auf HBV und SARS-CoV-2

Um den antiviralen Effekt der IFNa2-Mutanten auf HBV zu untersuchen, wurden
differenzierte HepaRG Zellen fir acht Tage mit HBV infiziert. Dabei wurden sie
regelmandig mit seriellen Verdiinnungen von IFNa2, IFNa6, IFNa14 oder IFNa2-Mutanten
stimuliert. Nach acht Tagen wurden die HBsAg Titer im Uberstand mittels ELISA

bestimmt.
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Abbildung 34: Der Effekt von IFNa2-Mutanten auf die Replikation von HBV.

Differenzierte HepaRG Zellen wurden mit HBV mit 500 geq/Zelle infiziert und parallel zur Infektion und an
den Tagen 1, 4 und 6 nach Infektion mit den angegebenen Konzentrationen von IFNa2, IFNa6 und IFNa14
sowie Mutanten von diesen behandelt. An Tag 8 wurden die HBsAg-Titer im Uberstand mittels ELISA
bestimmt (A - C). n = 3, davon abweichend n = 2 fiir IFNa2 185 U/ml, IFNa6 n = 2 fiir 185 U/ml und 21
U/ml, IFNa14 n = 2 fir 185 U/ml und 2 U/ml, IFNa2-PEIFKF n = 2 fir 185 U/ml, IFNa2-NNEMM n = 2 fiir
5.000 U/ml, IFNa2-MS n = 2 fiir 62 U/ml, IFNa2-QASMT n = 2 fiir 556 U/ml, 62 U/ml und 7 U/ml, IFNa2-
ASVT n = 2 fur 21 U/ml und 7 U/ml. Die Kurven zeigen eine nichtlineare Regression der tatsachlichen
Werte, die abgebildeten Punkte zeigen die Mittelwerte. Statistik: IFNa6, IFNa14 sowie die IFNa2-Mutanten
wurden gegen IFNa2 getestet mittels Two-way ANOVA mit Dunnett’'s Test. *p < 0,05.

Nach Stimulation mit I[FNa6 konnte fur die HBsAg-Level eine deutliche,
konzentrationsabhangige Verringerung im Vergleich zu den IFNa2-stimulierten Zellen fur
alle Konzentrationen beobachtet werden. Fir etwa 7 U/ml war dieser Unterschied sogar
signifikant (Abb. 34A). Fur die Mutanten IFNa2-MS und IFNa2-ASVT konnte hingegen
keine Verbesserung gegeniiber IFNa2 beobachtet werden, die Mutanten zeigten
tendenziell eher schwachere Effekte. Im Falle von IFNa14 konnte ebenfalls die Tendenz
eines deutlich besseren Effekts im Vergleich zu IFNa2 beobachtet werden (Abb. 34B und
C). Fur die Mutationen der Rezeptorbindestellen wurde festgestellt, dass die Mutanten
IFNa2-PF und IFNa2-PEIFKF, welche die Bindestellen fur IFNAR2 bzw. IFNAR1 und
IFNAR2 mutiert haben, einen tendenziell besseren antiviralen Effekt aufwiesen als
IFNa2, dieser war jedoch nicht signifikant. Interessanterweise fuhrten alleinige
Mutationen von IFNAR1-Bindestellen in der Mutante IFNa2-EIFK zu einem Effekt, der
sogar leicht besser zu sein schien als der von IFNa14 (Abb. 34B). In Bezug auf IFNa2
konnte fir die Konzentration 185 U/ml sogar ein signifikanter Effekt gezeigt werden, bei
dem die relative HBsAg-Menge nach IFNa2-Stimulation noch bei etwa 85 % lag, wahrend
sie durch IFNa2-EIFK auf etwa 20 % verringert werden konnte. Fir die Mutationen des
Tunable anchor bzw. sonstiger Regionen konnte keine Verbesserung des antiviralen
Effekts gegenlber IFNa2 festgestellt werden (Abb. 34C).

Zur Untersuchung des antiviralen Effekts der IFNa-Mutanten gegen SARS-CoV-2 wurden
Vero E6 Zellen fur 1 h mit den IFNa-Subtypen bzw. den IFNa2-Mutanten in serieller
Verdiinnung stimuliert und anschlieRend mit SARS-CoV-2 infiziert. Nach 24 h wurde die

relative Menge an intrazellularem Nukleoprotein mittels icELISA bestimmt.
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Abbildung 35: Der Effekt von IFNa2 Mutanten auf die Replikation von SARS-CoV-2.

Vero E6 Zellen wurden mit SARS-CoV-2 mit 350 PFU/mI infiziert und parallel zur Infektion mit den
angegebenen Konzentrationen von IFNa2, IFNa6 und IFNa14 sowie Mutanten von diesen behandelt. Nach
24 h wurden das virale Nukleoprotein mittels icELISA gemessen (A - C). n =3, n =6 fur IFNa2 und IFNa14;
davon abweichend IFNa2 und IFNa14 n = 5 fir 2.500 U/ml, IFNa2-PF, IFNa2-EIFK und IFNa2-NNEMMM
n =2 fir 2.500 U/ml und 156 U/ml. Die Kurven zeigen eine nichtlineare Regression der tatsachlichen Werte,
die abgebildeten Punkte zeigen die Mittelwerte. Statistik: IFNa6, IFNa14 sowie die IFNa2-Mutanten wurden
gegen IFNa2 getestet mittels Two-way ANOVA mit Dunnett’s Test. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Die Auswertung des icELISA zeigte, dass die Stimulation mit IFNa6 zu einem signifikant
(fur die Konzentrationen 20 U/ml, 39 U/ml und 78 U/ml) verbesserten antiviralen Effekt
im Vergleich zu IFNa2 fuhrte (Abb. 35A). Die Stimulation mit den IFNa2/a6-Mutanten
hingegen hatte fir fast alle Konzentrationen einen signifikant schlechteren Effekt gegen
SARS-CoV-2 zur Folge. Fur IFNa14 konnte zwar die Tendenz eines leicht starkeren
Effekts beobachtet werden, die war jedoch nicht signifikant, da beide IFNa-Subtypen
recht nah beieinanderliegen. Der Effekt der Mutanten IFNa2-PEIFKF, die beide IFNAR-
Bindestellen mutiert hat, war fast identisch mit dem von IFNa2 (Abb. 35B).
Interessanterweise zeigten sowohl IFNa2-PF, bei der die IFNAR2-Bindestelle mutiert ist,
und IFNa2-EIFK, bei der die IFNAR1-Bindestelle mutiert ist, sogar einen tendenziell
verbesserten Effekt gegenuber IFNa14. In Bezug auf IFNa2 war dieser Effekt fur IFNa2-
PF far 39 U/ml signifikant. Fir IFNa2-EIFK konnte im gesamten Bereich zwischen 20
U/ml und 156 U/ml eine Signifikanz erreicht werden und die Menge an Nukleoprotein
wurde sogar fast bis unter die Detektionsgrenze reduziert (Abb. 35B). Ahnlich wie bei
HBV zeigten auch fir SARS-CoV-2 Mutationen des Tunable anchors bzw. anderer
Regionen eine signifikante Verschlechterung des antiviralen Effekts Uber fast den ganzen
Bereich an getesteten Konzentrationen (Abb. 35C)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die Mutation bestimmter
Aminosauren der antivirale Effekt von IFNa2 verbessert werden konnte. Dabei scheinen
besonders die Bindestellen fir die Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 eine

wichtige Rolle zu spielen.
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6 Diskussion

Die Erkennung von Pathogenen und die daraus resultierende Induktion von Typ-I-IFN
stellt einen essentiellen Bestandteil in der Immunabwehr des angeborenen
Immunsystems dar. Die PRRs sind in der Lage, ein breites Spektrum an PAMPs von
Pathogenen zu erkennen und infolgedessen die Expression von Typ-I-IFN zu induzieren
[5]. Die Bindung der Typ-I-IFN an den ubiquitar exprimierten Rezeptor IFNAR hat zur
Konsequenz, dass die Zellen in einen antiviralen Zustand versetzt werden und zahlreiche
ISGs zur Regulation zellularer Mechanismen und Inhibition der viralen Replikation
exprimieren [97]. Obwohl alle zwolf humanen IFNa-Subtypen an den gleichen Rezeptor
binden und letztlich die Expression von ISGs induzieren, unterscheiden sich die Subtypen
in ihrer biologischen Aktivitdt bezogen auf Inhibition der viralen Replikation und ISG-
Induktion virus- und zellspezifisch. Dabei wurde mehrfach bereits gezeigt, dass der
klinisch zugelassene Subtyp IFNa2 gegen viele Viren geringer antiviral wirkt als andere
Subtypen [37, 119, 209]. Bisher wei? man nur, dass Unterschiede in der Affinitat der
einzelnen Subtypen zu IFNAR eine Rolle spielen, was jedoch alleine nicht alle
beobachteten Unterschiede erklart [120, 181]. Welche weiteren Mechanismen noch eine
Rolle spielen, ist bislang nicht geklart. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die
verschiedenen IFNa-Subtypen anhand von HBV, fir dessen Behandlung IFNa verwendet
wird, und SARS-CoV-2, das ein Virus von aktuell groRem Interesse darstellt, untersucht.
Dazu wurde erstens die Induktion von Typ-I-IFN, zweitens die antivirale Aktivitat und ISG-
Induktion durch IFNa-Subtypen sowie drittens ein moglicher verbesserter Effekt durch

gezielte Mutation von IFNa2 in virusspezifischen Modellsystemen untersucht.

6.1 Die Induktion von Typ-I-IFN durch HBV und SARS-CoV-2

Die PRR-vermittelte Induktion von Typ-I-IFN ist ein wichtiger Aspekt in der antiviralen
Antwort. Da Typ-I-IFN stark antiviral wirkt, haben viele Viren Mechanismen entwickelt,
um die Typ-I-IFN-Induktion zu supprimieren.

Im Falle von HBV wurde lange vermutet, dass es der Erkennung durch das Immunsystem
entgehen und unentdeckt eine Infektion etablieren kann, obwohl eine Erkennung durch
TLR3, RIG-1 und MDA5 grundsatzlich moglich sein sollte [117, 138, 200]. Daher wurde
und wird es regelmaliig als stealth virus betitelt. Neuere Studien konnten jedoch zeigen,
dass zumindest TLR2 und RIG-I durch HBV aktiviert werden und so zur Induktion von

Typ-llI-IFN und inflammatorischer Zytokine fiihren [200, 278]. In dieser Arbeit wurden
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differenzierte HepaRG Zellen, die ein etabliertes Modellsystem fur HBV darstellen, und
PHHs mit HBV infiziert und im Anschluss auf Protein- und mRNA-Ebene die Induktion
von Typ-I-IFN untersucht.

Sowohl im Uberstand der Zellen als auch auf mMRNA-Ebene konnte keine Induktion von
Typ-I-IFN nachgewiesen werden. Lediglich ein Donor (PHHS) wies zu einzelnen
Zeitpunkte eine tendenziell erhéhte Menge an Typ-I-IFN im Uberstand und IFNA-mMRNA
auf. Daher war keine weitere Untersuchung bezogen auf die Induktion der einzelnen
IFNa-Subtypen moglich. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie Uberein, in der
ebenfalls nach HBV-Stimulation von dHepaRG Zellen kein IFNB als Vertreter der Typ-I-
Interferone gemessen werden konnte [165]. Zudem sind zahlreiche Mechanismen
beschrieben, wie HBV die IFN-Induktion inhibieren kann, wie z.B. die Inhibition von
MyD88 oder IKKy [39, 132]. Dem entgegen stehen jedoch Studien, in denen Typ-IlI-IFN
und proinflammatorische Zytokine als Antwort auf die HBV-Stimulation gemessen werden
konnten, denen eine PRR-Aktivierung zugrunde liegt [200, 278]. Da auch die
Funktionalitat der TLRs1-9 in PHHSs in einer Studie charakterisiert und bestétigt wurde,
lasst dies die Vermutung zu, dass die Inhibition der IFN-Induktion gezielt gegen Typ-I-
IFN gerichtet sein konnte [28]. Da allerdings Typ-llI-IFN ebenfalls durch den TLR-
Signalweg induziert wird, sollte auch kein Typ-IlI-IFN messbar sein. Daher konnte ein
wichtiger Aspekt womdglich in der geringen Abundanz des DNA-Sensors STING in
Leberzellen liegen [236]. Zytosolische DNA aktiviert die cyclic GMP-AMP synthase
(cGAS) des Wirts, welche zyklische Dinukleotide generiert. Diese Molekile binden an
STING und fuhren zur Aktivierung des STING-Signalwegs. Interessanterweise induziert
der STING-Signalweg nur Typ-I-IFN, jedoch keine Typ-lll-IFN-Antwort [4]. Welche
Mechanismen letztlich an der ausbleibenden Typ-I-IFN-Induktion beteiligt sind, erfordert
weitere Untersuchung. Mdglicherweise konnte bspw. eine Uberexpression von STING

dessen Bedeutung weiter deutlich machen.

Fur SARS-CoV-2 wurde bereits beschrieben, dass die Level an Typ-I-IFN durch zahllose
Evasionsmechanismen deutlich niedriger sind als die von saisonalen Coronaviren,
obwohl grundsétzlich eine Erkennung durch TLR3, TLR7, TLR8 sowie RIG-I und MDA5
maoglich ist [108, 177, 194]. Bekannt ist, dass das N-Protein RIG-I inhibiert, ORF9b MAVS
inhibiert und NSP3 sowie ORF6 inhibieren IRF3. Dadurch wird die Signalweiterleitung
und Induktion von Typ-I-IFN bereits frihzeitig supprimiert und eine antivirale Antwort

verhindert. Um zu untersuchen, ob dennoch messbare Mengen an Typ-I-IFN in den
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Uberstanden nachzuweisen sind, wurden Calu-3 Zellen mit SARS-CoV-2 stimuliert.
Zusatzlich wurde auch mit UV-inaktiviertem SARS-CoV-2 stimuliert, um mogliche
Evasionsmechanismen zu unterdriicken.

Die Stimulation mit SARS-CoV-2 fiihrte Uberraschenderweise zu einer signifikanten, aber
spaten Typ-I-IFN-Induktion auf Proteinebene nach 48 h (siehe Abb. 12). Dies stimmt mit
Ergebnissen aus Studien uberein, in denen in nasalen ALI Zellen und AE Zellen,
abgeleitet aus pluripotenten Stammzellen, eine spate Induktion von Typ-I-IFN auf mRNA-
Ebene zu messen war, unabhangig vom Virustiter [80, 273]. Allerdings konnten beide
Gruppen nur eine Induktion von IFNB messen, haben dabei jedoch auch nur IFNAL als
Vertreter der IFNA-Gene einbezogen. Mit der Reporterzelllinie, die in dieser Arbeit
verwendet wurde, lasst sich nicht zwischen IFNa und IFNB unterscheiden. Daher ist es
durchaus mdglich, dass es sich bei der beobachteten Induktion nur um die Induktion von
IFNB handelt. Vorlaufige Ergebnisse einer weiteren Gruppe hingegen konnten in pDCs,
die mit SARS-CoV-2 stimuliert wurden, sowohl nach 48 h als auch bereits nach 24 h eine
Induktion von IFNa messen (IFNB wurde nicht getestet) [31]. Mdglicherweise sind dies
aber auch zelltypspezifische Unterschiede, da pDCs die Hauptproduzenten von IFNa
sind und TLR7 in diesen Zellen besonders stark abundant ist [163]. Da die nasalen ALIs
und AE Zellen im Gegensatz zu systemisch zirkulierenden pDCs die Zielzellen von
SARS-CoV-2 sind, kdnnte die verspatete IFN-Antwort in diesen Zellen womdglich einen
Kernaspekt in der erfolgreichen Etablierung der Infektion darstellen.

Entgegen der Erwartung konnte das UV-inaktivierte Virus zu keiner Induktion von Typ-I-
IFN in den Calu-3 Zellen fuhren. Dadurch, dass das Virus nicht mehr in der Lage war zu
replizieren, wurde die spate Typ-I-IFN-Induktion gegeniber dem replikationskom-
petenten Virus sogar signifikant reduziert. Dies ist kontrar zu den Ergebnissen der bereits
erwahnten Studien in pDCs, in denen auch UV-inaktiviertes Virus zu einer signifikanten
IFNa-Induktion fiihren konnte [31]. Dies konnte aber wiederum auf die Unterschiede
zwischen den verwendeten Calu-3 Zellen, die sich von Lungenzellen ableiten und
lediglich die TLRs1-6 exprimieren, und den pDCs, die zusatzlich u.a. auch TLR7 und
TLR9 exprimieren, zurickzufihren sein [156, 163]. Die Tatsache jedoch, das
replikationskompetentes Virus fur die Induktion von Typ-I-IFN notwendig ist, lasst darauf
schlieBen, dass die Typ-I-IFN-Induktion hauptséchlich auf der Erkennung von
Replikationszwischenprodukten beruht. Eine Untersuchung von 16 Sensoren viraler RNA
zeigte, dass besonders MDA5, welches lange dsRNA-Fragmente erkennt, durch

Zwischenprodukte der SARS-CoV-2-Replikation aktiviert wird und unterstitzt damit die
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vorhergehende Annahme [15, 143, 273]. Zudem beobachtete man in der gleichen Studie
in Calu-3 MDAS5 knock-out Zellen eine erhohte Viruslast im Vergleich zu Wildtyp-Zellen.
Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit bezuglich der Typ-I-IFN-Induktion die bisher
veroffentlichten Studien weitestgehend bestatigt werden. Zusatzlich konnte fir SARS-
CoV-2 anhand der generierten Daten im Einklang mit bisherigen Erkenntnissen
Hypothesen in Bezug auf die Erkennung von Replikationszwischenprodukten und der
maoglichen Bedeutung der verspateten Typ-I-IFN-Antwort aufgestellt werden.

6.2  Der antivirale Effekt der IFNa-Subtypen

6.2.1 Der Effekt der IFNa-Subtypen auf die HBV-Infektion und die Expression von
ISGs

HBV stellt trotz einer verfigbaren Impfung noch immer ein globales gesundheitliches
Problem dar. Die Entwicklung einer chronischen Infektion in Folge der Ansteckung birgt
unbehandelt das Risiko einer Leberzirrhose oder eines hepatozellularen Karzinoms.
Zwar kann die Therapie mit NAs zu einer effizienten Inhibierung der viralen Replikation
fuhren, doch die cccDNA, die episomal im Zellkern des Wirts residiert, dient als Matrize
fir die Transkription und ermdglicht jederzeit die Produktion neuer Virionen. IFNa ist
bisher die einzige Behandlungsmaglichkeit, bei der auch die cccDNA eliminiert werden
kann. Aufgrund einer geringen Erfolgsrate und gravierender Nebenwirkungen, werden
oftmals NAs bevorzugt. Allerdings ist nur IFNa2 klinisch zugelassen und der Einfluss der
anderen Subtypen auf HBV ist wenig untersucht. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit der Einfluss aller IFNa-Subtypen auf die HBV Replikation und die ISG-Induktion in
PHHs oder dHepaRG Zellen untersucht.

In den hier durchgefuhrten Versuchen konnten in infizierten PHHs die Subtypen IFNa5,
IFNa14 und IFNa2 zu den starksten, teils signifikanten Reduktionen von HBsAg als
Marker fur die virale Replikation fuhren. Dies stimmt insofern mit den Ergebnissen einer
anderen Arbeitsgruppe Uberein, dass diese in PHHs ebenfalls beobachten konnte, dass
IFNa14 zur starksten Reduktion fihren konnte [37]. Fur alle getesteten Marker (pgRNA,
HBV-DNA, HBeAg und HBsAQ) zeigte IFNa5 dort erstaunlicherweise nur mittelmafige
Effekte. Kontrar sind die Daten bspw. fur IFNa1, das in besagter Studie zu den stérksten
Subtypen gehdrt, wahrend es in dieser Arbeit kaum einen antiviralen Effekt gegen HBV
zeigte. Mdglicherweise konnen diese Unterschiede dadurch erklart werden, dass
Infektion und Behandlung in der Studie der anderen Gruppe (12 Tage, 3 Stimulationen)

langer andauerten als in dieser Arbeit (8 Tage, 4 Stimulationen). Es wurde der gleiche



Diskussion 110

Genotyp fur die Infektion verwendet. Weitere Studien, die den Effekt aller IFNa-Subtypen
untersuchen, stehen leider nicht zur Verfigung. Grundséatzlich zeigt sich aber, dass sich
die IFNa-Subtypen in ihrer antiviralen Antwort gegen HBV unterscheiden. Mdgliche
Unterschiede auf Ebene der ISG-Induktion wurden daher ebenfalls fir vier Schlussel-
ISGs untersucht. Dabei fuhrte in dHepaRG Zellen IFNa5 zur starksten Induktion von
ISG15, IFI35, ISG20 und MX1. Dass IFNa5 auch in PHHs den starksten antiviralen Effekt
gegen HBYV zeigt, ist moglicherweise dadurch bedingt, dass bspw. ISG20 die Replikation
durch Bindung an die pgRNA inhibiert; Mx1 interagiert mit HBc und kénnte dadurch das
Zusammensetzen des Kapsids behindern [127, 133]. Ob die 1SG-Induktion in PHHs
allerdings genauso aussieht wie in dHepaRG Zellen, wurde nicht untersucht. Diese
Vermutung kann aufgrund der Vielzahl an induzierten 1ISGs jedoch auch nur eine erste
Beobachtung darstellen.

Die Proteine der APOBEC3-Familie sind Cytidin-Desaminasen, fur die wiederholt
beschrieben wurde, dass sie zur Desaminierung und Degradation von cccDNA fiihren
konnen. Es ist bekannt, dass in PHHs nach IFNa-Stimulation APOBEC3B/3C/3F/3G
verstarkt exprimiert werden [22]. In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass im
Speziellen APOBEC3A und APOBECS3B die cccDNA effizient desaminieren und dadurch
zu deren Degradation fuhren [141]. Um spezifisch den moglichen Einfluss der IFNa-
Subtypen auf die cccDNA naher zu betrachten, wurde die Expression von APOBECS3-
Genen nach Stimulation mit den IFNa-Subtypen IFNa2, IFNa6 und IFNa7 in dHepaRG
untersucht. APOBEC3A konnte aus technischen Griinden leider nicht berlcksichtigt
werden. Es zeigte sich, dass APOBEC3C, APOBEC3D und APOBECS3H durch IFNa nicht
induziert, sondern tendenziell eher runterreguliert wurden. APOBEC3B zeigte die
Tendenz einer frihen Induktion flr IFNa2 und IFNa6 und einer spaten Induktion fur
IFNa7, wahrend APOBEC3F und APOBEC3G bis 8 h von allen Subtypen induziert
wurden. Damit entsprechen die gemessenen Expressionsmuster denen, die bereits fir
dHepaRG Zellen beobachtet wurden [222]. Fir APOBEC3F und APOBEC3G, welches
am besten untersucht ist, entspricht dies auch in etwa den Daten, die fir PHHs publiziert
sind [22, 179]. Fur diese beiden APOBEC3-Proteine konnte auch belegt werden, dass
sie verschiedene Zwischenprodukte der Replikation inhibieren, es wird vermutet auch
cccDNA [227]. Zusatzlich kann APOBEC3G die Assemblierung der Virionen negativ
beeinflussen [243]. Fur die anderen APOBEC3-Gene gibt es leider kaum
Expressionsdaten. APOBEC3B und APOBEC3C konnten in einer Studie nach IFNa-
Stimulation zwar in PHHs induziert werden, jedoch nicht in Huh-7 und HepG2 Zellen,
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zwei Leberkarzinomzelllinien [22]. Entsprechend konnten die Unterschiede zu den hier
erhobenen Daten auf der verwendeten Zelllinie basieren und eine weitere Untersuchung
in PHHSs ist empfehlenswert. Inwieweit die Beobachtungen bezlglich der Induktion der
APOBEC3-Gene Riickschlusse auf den antiviralen Effekt zulasst, ist fraglich. Interessant
ist jedoch maoglicherweise, dass in humanisierten Mausen, die mit IFNa2 oder IFNa14
stimuliert wurden, keine signifikante Induktion von APOBEC3G beobachtet werden
konnte. Allerdings fuhrte die Stimulation mit IFNa14 im Gegensatz zu IFNa2 in HIV-
infizierten, humanisierten Mausen zu einem héheren Anteil an Mutationen im HIV-Genom
[119]. Dies konnte darauf hindeuten, dass posttranskriptionale Effekte durch IFNa-
Subtypen einen wichtigen Einfluss auf die APOBEC3-Aktivitat haben kénnten, auch wenn
guantitativ keine Unterschiede festzustellen sind. Generell ist die Erradikation der
cccDNA ein Feld, dass noch weiterer Untersuchung bedarf. Ggf. konnten die
Uberexpression einzelner APOBEC3-Gene in HBV-infizierten Leberzellen weitere
Einblicke geben.

Teilweise konnte zudem auch in vitro in PHHs keine Reduktion der cccDNA sowohl nach
Stimulation mit IFNa2 als auch IFNa14 gemessen werden [37]. Da die cccDNA-Level in
der angegebenen Untersuchung allerdings nach 12 Tagen gemessen wurde, stellt sich
die Frage, ob HBV moglicherweise in diesem Zeitraum der APOBEC3-Expression
entgegenwirkt und die cccDNA-Level durch Reinfektion erneuert werden. Des Weiteren
konnte nachgewiesen werden, dass Patienten, die erfolgreich mit IFNa gegen eine
chronische HBV-Infektion behandelt wurden, signifikant erhhte mRNA-Mengen an
APOBEC3A und APOBEC3B aufwiesen [129]. Aus diesem Grund wurden dHepaRG
Zellen stabil mit HBV infiziert und nach acht Tagen die Expression von APOBEC3-Genen
nach IFNa-Subtyp-Stimulation mittels gPCR gemessen. Hierbei konnte allerdings kein
Unterschied in der APOBEC3-Expression zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen
gemessen werden. Dies stimmt mit publizierten Daten Uberein, die zeigen, dass in
infizierten dHepaRG-Zellen APOBEC3A, APOBEC3F und APOBEC3G nach Stimulation
mit IFNa2 erhoht exprimiert werden [222]. Da jedoch wie oben beschrieben auch
Unterschiede zwischen Primarzellen und Zelllinien moéglich sind, empfiehlt sich eine
erneute Untersuchung in PHHs unter Berucksichtigung weiterer IFNa-Subtypen.
Insgesamt konnte in Bezug auf den antiviralen Effekt der IFNa-Subtypen festgestellt
werden, dass sie unterschiedliche Aktivitaten gegen HBV besitzen, die jedoch nur
teilweise mit den bisher verdffentlichten Daten Ubereinstimmen. Exemplarisch

ausgewahlte Subtypen zeigten zudem eine Korrelation der antiviralen Effekte mit der
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Induktion von Schliissel-1ISGs, die einen gegen HBV beschriebenen Effekt besitzen. Die
Expression der APOBEC3-Gene nach IFNa-Stimulation weist unabhangig von der HBV-
Infektion deutliche Unterschiede zwischen den Mitgliedern der Genfamilie auf und die

bisherigen Erkenntnisse wurden um weitere IFNa-Subtypen erweitert.

6.2.2 Der Effekt der IFNa-Subtypen auf die SARS-CoV-2-Infektion und die
Expression von ISGs

Aufgrund der andauernden COVID-19 Pandemie stellt SARS-CoV-2 ein Virus von hohem
Interesse dar. Besonders der Mangel an wirksamen Therapien bleibt weiterhin ein grof3es
Problem. Man konnte bereits beobachten, dass SARS-CoV-2 im Gegensatz zu SARS-
CoV-1 durch IFNa inhibiert werden kann und auch diverse klinische Studien wurden mit
IFNa2 durchgefuhrt [92, 134, 161, 281]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von pegyliertem IFNa2 in Patienten mit angeborenem Typ-I-Interferon-Defekt
eine COVID-19-Erkrankung verhindern konnte [126]. Und auch die Beobachtung, dass
Patienten mit starken COVID-19-Symptomen signifikant haufiger Autoantikérper gegen
Typ-I-Interferone aufweisen, deutet auf die Bedeutung von IFNa hin [14]. Da fur diese
Studien allerdings nur IFNa2 oder universelles IFNa, welches ein artifizielles IFNa aus
den Subtypen a1 und a2a darstellt, verwendet wurden, ist die Untersuchung aller IFNa-
Subtypen in Bezug auf SARS-CoV-2 ein vielversprechender Ansatzpunkt flr neue
Therapieoptionen. Fur andere Virusinfektionen zeigte sich bereits, dass andere Subtypen
teilweise deutlich starker antiviral wirkten als IFNa2 [37, 119, 209]. Fur SARS-CoV-2
wurden dazu noch keine Daten erhoben. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit in
Vero E6 Zellen sowie in humanen AE Zellen, die naturliche Zielzellen von SARS-CoV-2
widerspiegeln, der antivirale Effekt aller zwolf humanen IFNa-Subtypen untersucht.
Zusatzlich wurde versucht die zugrundeliegende Regulation von Genen und Proteinen
durch die IFNa-Subtypen und das Virus zu analysieren, um mégliche Schlisselmolekile
in der Immunantwort gegen SARs-CoV-2 zu identifizieren.

Sowohl in Vero E6 Zellen als auch in hAE Zellen konnten IFNo4, IFNa5, IFNa8 und
IFNa14 als die Subtypen identifiziert werden, welche die Replikation des Virus am
starksten inhibieren konnten. Dies unterscheidet sich von den Ergebnissen, die hier fur
HBV erzielt werden konnten, wo IFNa4 und IFNa8 nur einen mittleren Effekt zeigten, und
auch bspw. von den flr HIV publizierten Daten, bei denen neben IFNa14 auch IFNa6 und
IFNa17 einen starken Effekt zeigten [119]. Diese Unterschiede deuten auf ein
virusspezifisches Muster der antiviralen Aktivitat fir SARS-CoV-2 hin und zeigen
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Subtypen mit héherem Therapiepotential als IFNa2 auf. Zudem ist der virusspezifische
Unterschied in den antiviralen Kapazitaten weiterhin ein Beleg dafir, dass allein die
Differenzen in der Affinitdt zum Rezeptor IFNAR, die sich teilweise um bis zu das 100-
fache unterscheiden, nicht die unterschiedlichen biologischen Aktivitaten erklaren kbnnen
[120].

Die Kinetikversuche mit IFNa5 machten zudem deutlich, dass eine mdglichst frihe
Stimulation mit IFNa die Replikation von SARS-CoV-2 starker inhibiert als eine
Stimulation nach der Infektion. Dennoch konnte auch acht Stunden nach der Infektion mit
zwei Methoden noch die Tendenz einer starken Inhibition der viralen Replikation
nachgewiesen werden. Die fruhe Stimulation mit IFNa versetzt die Zellen frihzeitig in
einen antiviralen Zustand, in dem zahlreiche ISGs exprimiert werden, die das Virus dann
bereits nach oder wahrend dem Eintritt in die Zelle inhibieren kdnnen. Im Falle von
Patienten ist es zwar nicht méglich IFNa aufgrund der Nebenwirkungen prophylaktisch
zu verabreichen, dennoch kénnen die Ergebnisse gewissermaflen auf die in vivo
Situation Ubertragen werden, da es in jeder Infektion Zellen gibt, die zuerst infiziert
werden und durch die Sekretion von IFNa andere Zellen parakrin in einen antiviralen
Zustand versetzen, bevor das Virus auch diese infiziert. Die Ergebnisse geben zudem
einen Hinweis darauf, warum es fir das Virus wichtig sein konnte, die frihe Typ-I-IFN-
Induktion, wie in dieser und anderen Arbeiten beobachtet, zu unterdriicken, da sonst das
Etablieren einer stabilen Infektion stark erschwert wird. In den Versuchen mit hAE Zellen
wurde beobachtet, dass es 24 h — 48 h dauert bis stark erhdhte virale Titer zu messen
sind. Dies stimmt in etwa mit der Verzdgerung der Typ-I-IFN-Antwort nach Infektion
Uberein, die zumindest in Zelllinien beobachtet werden konnte.

Die Kombination von IFNa2 und IFNa5 mit Remdesivir bestatigte ebenfalls den positiven
Effekt einer frihen Behandlung. Zwar konnte kein synergistischer Effekt fur eine Pra-
oder Post-Stimulation nachgewiesen werden, doch die Versuche mit IFNa5 und
Remdesivir in hAE Zellen belegen ebenfalls den positiven Effekt einer
Kombinationstherapie auf additive Weise ohne jegliche Zytotoxizitat. Sowohl IFNa als
auch Remdesivir wurden in klinischen Studien getestet und zur Behandlung oder
prophylaktisch eingesetzt [16, 73, 161]. Obwohl beide Substanzen ein gutes antivirales
Potential zeigten, konnte kein bedeutend besserer Ausgang des Krankheitsverlaufs
durch Einzeltherapie belegt werden [175]. Besonders vor dem Hintergrund starker
Nebenwirkungen sind diese beiden Therapien damit aus dem Vordergrund geruckt.

Durch den hier gezeigten positiven Effekt einer kombinierten Anwendung offenbart sich
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aber eine neue Therapieoption, da ein additiver Effekt eine starke Virusinhibition bei
niedrigerer Konzentration der Einzeltherapeutika ermdglichen kdonnte. Damit kdnnten
maoglicherweise trotz bedeutsamer Restriktion des Virus eine Verringerung der
Nebenwirkungen erreicht werden. Des Weiteren zeigte sich in Vero E6 Zellen wiederum,
dass IFNa5 in Kombination mit Remdesivir einen besseren Effekt zeigte als der klinisch
zugelassene Subtyp IFNa2.

Die Untersuchung der ISG-Expression in Vero E6 Zellen und hAE Zellen zeigte
groRtenteils eine Ubereinstimmung in der Induktion von Schlissel-ISGs und der
antiviralen Effekte, wobei IFNa5 fast immer zur starksten 1SG-Induktion fiihrte, wéhrend
bspw. IFNa16 nur geringe Tendenzen einer Induktion zeigte. Da fiur einige der
untersuchten ISGs bereits eine Inhibition der SARS-CoV-2-Replikation beschrieben
wurde, konnte dieser Auszug aus der gro3en Anzahl an unterschiedlichen ISGs eine
erste Erklarung fur die verschiedenen antiviralen Effekte liefern. Fur Mx1 wurde zum
Beispiel mehrfach gezeigt, dass es gegen RNA-Viren wirksam ist und auch OAS2 kann
zur Degradation viraler RNA fuhren [77]. Die Analyse der Transkriptomdaten zeigte, dass
sich auch auf Transkriptebene die IFNa-Subtypen entsprechend ihrer antiviralen Aktivitat
aufgliedern. Wahrend fast alle Subtypen eine Induktion antiviraler Immunabwehr
aufwiesen, war diese bei den stark antiviralen Subtypen deutlich ausgepragter und die
Induktion erstreckte sich auf weitere Prozesse einschlieBlich bspw. Translation,
Metabolismus oder oxidative Phosphorylierung. Die Aufschlisselung in einzelne
Prozesse macht aber wiederum deutlich, dass die Subtypen abseits der antiviralen
Aktivitdt einzigartige Expressionsmuster aufweisen. Zudem gab es deutliche
Unterschiede in der Anzahl differentiell regulierter Gene, von denen durch IFNa5 fast
4.000 Stuck reguliert wurden. Eine Gruppe berichtete im Zusammenhang mit HIV, dass
die Stimulation mit sattigenden Mengen (1.000 pg/ml) der IFNa-Subtypen zu einer
ahnlichen Induktion von lediglich 25 ISGs fuhrte, und sich die Subtypen nur in der
Quantitat der ISG-Expression unterscheiden [201]. Die Daten dieser Arbeit
widersprechen deutlich den Ergebnissen der gerade genannten Gruppe und zeigen, dass
das Interferom ein Netzwerk aus tausenden von Genen umfasst, die auch qualitativ durch
die verschiedenen Subtypen unterschiedlich reguliert werden. Allein die Analyse der
Gene, die der antiviralen Immunantwort zugeordnet wurden, zeigte, dass es zur
guantitativ und qualitativ unterschiedlichen Regulation etlicher Gene kommt. Zudem wies
eine weitere Studie im Zusammenhang mit HIV, bei der CD4 Zellen des Darms mit

unterschiedlichen IFNa-Subtypen stimuliert wurden, auf die Induktion von einzigartigen
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Subtyp-spezifischen I1SGs hin, besonders nach Stimulation mit IFNa5 [76]. Die
drastischen Unterschiede bei zwei Gruppen von ISGs zwischen den stark und mittel
antiviralen und den schwach antiviralen Subtypen gibt zudem Hinweise auf mégliche
wichtige ISGs zur Inhibition der SARS-CoV-2-Replikation. Ubereinstimmend mit den ISG-
Daten, die mittels gPCR erhoben wurden, fanden sich darunter auch MX1 und OAS2.
Diese beiden ISGs gehoren auch zu den 19 DEGs, die von allen IFNa-Subtypen
exprimiert wurden und einen deutlichen Verlauf von starker Induktion bei den stark
antiviralen Subtypen zu keiner Induktion bei den schwach antiviralen Subtypen
aufwiesen. Lediglich beziglich der SARS-CoV-2-infizierten Zellen sind die hier
generierten Daten gegensatzlich zu einer friuheren Publikation. Wéhrend hier durch das
Virus alleine nur eine schwache bis keine Induktion von ISGs der antiviralen
Immunantwort detektiert werden konnte, zeigt eine andere Studie in humanen
Epithelzellen der Bronchien (BE Zellen) eine signifikante Induktion mehrerer ISGs,
darunter MX1 und OASZ2 [142]. Allerdings wurden in der genannten Studie nur Zellen aus
einem Donor untersucht, wahrend in dieser Arbeit die gepoolten Daten von vier Donoren
als Grundlage dienten. Gestitzt werden die Erkenntnisse der Transkriptomanalyse
zudem von den Proteomdaten, die mit IFNa5, IFNa7 und IFNa16 als Vertreter der drei
unterschiedlich antiviralen Gruppen, durchgefiihrt wurden. Auch dort konnte eine erhdhte
Abundanz von Proteinen der antiviralen Immunantwort beobachtet werden, die mit der
antiviralen Aktivitat korrelierte und zum spateren Zeitpunkt verstarkt war. Ebenso fanden
sich im Einklang mit den Transkriptomdaten Mx1 und OAS2 in Abhéngigkeit von der
viralen Aktivitat unter den Proteinen, die nur nach IFNa-Stimulation stark angereichert
waren (on/off-reguliert). Einzigartige Muster der Proteinanreicherung konnten auch
unabhéngig von der antiviralen Aktivitat fir andere GO-Signalwege (z.B.
Proteinlokalisation oder Lymphozytenregulation) beobachtet werden und bestatigen
Subtyp-spezifische Effekte.

Eine interessante Entdeckung, die Uber die Effekte der IFNa-Subtypen hinaus beobachtet
werden konnte, war, dass die Infektion mit SARS-CoV-2 zur verminderten Abundanz von
Mucinen fihrte. Mucine sind Proteine, die den Mukus zusammensetzen und so bspw.
den respiratorischen Trakt vor Pathogenen schitzen [131]. Studien in Patienten zeigten,
dass die mRNA-Signatur von Mucinen im Blut signifikante Unterschiede zwischen
schwerer Symptomatik, leichter Symptomatik und Patienten ohne COVID-19 aufweist
und sich somit moglicherweise als Biomarker eignen kdnnte [24, 217]. Mechanistisch wird

vermutet, dass die Glykosylierungsmuster der Mucine die Bindung von SARS-CoV-2 an
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den Rezeptor sterisch behindern oder die Expression von Ko-Rezeptoren regulieren [24].
Fur 1AV, ein anderes respiratorisches Virus, konnte ebenfalls ein inhibitorischer Effekt
von Mucinl auf die Virusreplikation berichtet werden [151]. Bezogen auf die Infektion ist
die Verringerung der Mucine und der Mukusschicht damit ein wichtiger Aspekt, um nicht-
infizierte Zellen suszeptibler fir die Infektion zu machen.

Zusammenfassend konnte fur den antiviralen Effekt in Bezug auf SARS-CoV-2 gezeigt
werden, dass die Subtypen spezifische antivirale Aktivitaten zeigen, wie es bereits fir
andere Viren beobachtet wurde, wobei IFNa5 bessere Effekte zeigte als der klinisch
zugelassen Subtyp IFNa2. Dardber hinaus konnte dieser Effekt mit der Expression von
Schlussel-ISGs korreliert werden und die Untersuchung zugrundeliegender ISG-
Regulation der antiviralen Immunantwort und anderer biologischer Prozesse durch
Transkriptom- und Proteomanalysen deutete auf moégliche neue Schlisselmolekile fur
die Restriktion von SARS-CoV-2 hin. Die dabei ergriindeten Regulationsmuster weisen
abseits der antiviralen Aktivitat zudem auf eine Subtyp-spezifische Regulation weiterer
biologischer Prozesse hin. Die durchgefiihrten Versuche zur Kombinationstherapie von
IFNa mit Remdesivir er6ffnen zusatzlich Einblicke in eine mdgliche alternative Therapie
der Infektion. Neben IFN-spezifischen Erkenntnissen konnten auch auf Proteinebene

Mechanismen des Virus gezeigt werden, welche die Infektion begunstigen kénnten.

6.2.3 Modulation der IFNa2-Aktivitat durch Kostimulation mit IL-18

Neben der bereits diskutierten Mdglichkeit einer Kombinationstherapie, um die antiviralen
Effekte von IFNa additiv durch eine weitere antivirale Substanz zu verstarken, besteht
auch die Mdglichkeit, die biologischen Effekte von IFNa durch Zugabe einer Substanz zu
verstarken, die den IFN-Signalweg und die 1ISG-Expression positiv beeinflusst. Fir das
proinflammatorische Zytokin IL-1 konnte ein solcher Effekt in PHHs berichtet werden
[192]. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine Kostimulation mit
IFNa-Subtypen und IL-1B zu einer verbesserten antiviralen Aktivitat und 1ISG-Expression
fuhrt.

Uberraschenderweise zeigten die Versuche in dieser Arbeit, dass die Kostimulation von
IFNa mit IL-1B einen negativen Einfluss auf die Inhibition der viralen Replikation von HBV
durch IFNa hatte. Eine alleinige Stimulation mit IL-1 erhdhte die viralen Titer ebenfalls
fast signifikant. Dem gegenuber stehen zwei Studien, die von einer Inhibition von HBV-
RNA,-DNA und HBsAg durch IL-18 mittels Aktivierung von Cytidin-Desaminasen
berichten [47, 253]. Allerdings unterscheiden sich der Versuchsaufbau zwischen diesen



Diskussion 117

Studien und dieser Arbeit deutlich, sodass weitere Versuche zur Untersuchung ndétig
waren. Ubereinstimmend mit der bisherigen Literatur ist jedoch der verminderte Effekt
von IFNa durch IL-1B auf PHHs, da bereits zuvor von einem attenuierten IFNa-Effekt
durch Inhibition von STAT1-Bindung und —Phosphorylierung berichtet wurde [237]. Auch
wurde beobachtet, dass IL-1B die IFNa-Expression begrenzen kann, um exzessive IFN-
Antworten zu regulieren [150]. Moglicherweise wird daher im vorliegenden
Versuchsaufbau eine mdgliche autokrine IFN-Stimulation unterdruckt. Im Gegensatz
dazu konnte fir SARS-CoV-2 in Vero E6 Zellen in dieser Arbeit ein tendenziell
verbesserter antiviraler Effekt durch IL-1B nachgewiesen werden, der allerdings auf die
schwach antiviralen IFNa-Subtypen beschrankt war. Die Transkriptom- und
Proteomanalysen zeigten, dass die IFNa-Subtypen sich teilweise auch qualitativ in ihren
Antworten unterscheiden. Sofern IL-1B nur zu einer quantitativen Erhéhung der ISG-
Induktion fihrt, kénnte dies vermutlich nicht ausreichend sein, um zu signifikant
verbesserten antiviralen Effekten zu fuhren. Offen bleibt des Weiteren die Frage, ob ein
solcher Effekt auch in natirlichen Zielzellen von SARS-CoV-2 oder in vivo erzielt werden
kénnte, da Berichten zufolge IL-1B die Expression der zellularen Protease TMPRSS2
verstarkt und somit eventuell den Eintritt des Virus in die Zelle beglnstigen kdnnte [38].
Bezuglich der ISG-Expression konnte in dHepaRG Zellen unabhangig vom IFNa-Subtyp
kein Effekt beobachtet werden. Zwar wurde eine erhohte ISG-Expression nach
Kostimulation mit IFNa und IL-1B in Leberzellen publiziert, doch dafiir wurden Huh7.5
Zellen, eine Karzinomzelllinie, verwendet, die sich mdglicherweise in ihren Eigenschaften
von dHepaRG Zellen unterscheiden [192]. Interessanterweise konnte fur 1SG20 fir
IFNa5 und IFNa7 in Vero E6 Zellen eine signifikant erhdhte Expression nach
Kostimulation gemessen werden, fur die anderen beiden getesteten ISGs jedoch nicht.
Dies legt den mdoglichen Schluss nahe, dass der verstarkende Effekt von IL-1B
maoglicherweise auf bestimmte Zellen und bestimmte ISGs beschrankt ist. IL-18 wird mit
der Aktivierung von STAT3 in Verbindung gebracht und daher ware es denkbar, dass vor
allen Dingen ISGs mit einer GAS-Sequenz in ihrer Promotorregion durch die IL-1p3-
Stimulation beeinflusst werden [6, 192]. Eine solche GAS-Sequenz in der
Promotorrregion is bspw. flr ISG20 beschrieben, jedoch nicht fur ISG15 oder MX1 [70].
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass IL-1B potentiell den antiviralen Effekt und die
ISG-Expression durch IFNa verstarken kann, dies jedoch scheinbar stark zelltyp- und
ISG-abhangig ist. Damit liefert diese Arbeit besonders in Hinblick auf SARS-CoV-2 neue

Erkenntnisse, die in Primérzellen bestatigt werden missen.
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6.3 Ein verbesserter antiviraler Effekt durch gezielte Mutation von IFNa2

Bisher ist fur die klinische Anwendung nur der Subtyp IFNa2 zugelassen. Allerdings
konnte im Zusammenhang mit zahlreichen Viren mittlerweile gezeigt werden, dass
andere IFNa-Subtypen bessere antivirale Effekte aufweisen [37, 119, 209]. IFNa6 und
IFNal14 haben sich als besonders potente Subtypen gegen unterschiedliche Viren
erwiesen. In dieser Arbeit sollte daher anhand eines Vergleichs der
Aminosauresequenzen magliche Mutationen zur Verbesserung des antiviralen Effekts
auf Grundlage der Sequenzunterschiede zwischen IFNa2 und IFNa6 oder IFNa14
ermittelt werden. Im Anschluss wurden IFNa2-Mutanten rekombinant hergestellt und der
antivirale Effekt auf HBV und SARS-CoV-2 im Vergleich zu den parentalen IFNa-
Subtypen getestet.

Der Vergleich der Proteinsequenzen zeigte Unterschiede zwischen IFNa2 und IFNa6
bzw. IFNa14 sowohl an den Bindestellen an die Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und
IFNAR2 als auch in der Tunable anchor-Region, die in einer vorhergehenden
Untersuchung als Region identifiziert wurde, die nach aul3en gerichtet hochkonserviert,
nach innen gerichtet jedoch variabel und méglicherweise modulierbar ist (nicht publizierte
Daten). Interessanterweise zeigten die IFNa2/a6-Mutanten, die auf diese Weise
hergestellt wurden, sowohl fir HBV als auch SARS-CoV-2 deutliche Verschlechterungen
des antiviralen Effekts nach Mutationen an der IFNAR2-Bindestelle bzw. dem Tunable
anchor. Dies konnte ein Beleg dafur sein, dass die Bindestellen an IFNAR2 fur IFNa6 als
Gesamtes bereits evolutionar optimiert sind. SchlieRlich gibt es auch auf3erhalb der
IFNAR-Bindestellen Sequenzunterschiede, die die chemischen Wechselwirkungen von
IFNa6 insgesamt beeinflussen kdnnen. Unterschiede beztglich IFNAR1 gibt es zwischen
IFNa2 und IFNa6 nicht. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigten auch fir
IFNa2/IFNa14-Mutanten Verdnderungen am Tunable anchor oder anderen Nicht-
Rezeptorbindestellen keine Verbesserung des antiviralen Effekts. Im Gegensatz zu
IFNo2/IFNa6-Mutanten wiesen Veranderungen in der IFNAR2-Bindestelle keine
Verschlechterung auf, sondern eine tendenzielle Verbesserung des antiviralen Effekts
gegenuber IFNa2. Fir SARS-CoV-2 waren diese Ergebnisse teilweise sogar signifikant.
IFNARZ2 ist die Rezeptoruntereinheit, an die IFNa aufgrund der etwa 100-fach héheren
Affinitat zuerst bindet, bevor nachfolgend die Bindung an IFNAR1 und damit die Bildung
des ternaren Komplexes stattfindet [183, 216]. Die Mutationen in dieser Region kdnnten

daher eventuell die initiale Bindung oder deren Stabilitat beglnstigen. Fiur die Mutation
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von L26 wurde zudem bereits eine mogliche Modulation des antiviralen Effekts
beschrieben und fur L154 gibt es ebenfalls einen Bericht tber die Bedeutung fur die
Rezeptorbindung [113, 247, 259]. Dies konnten Belege fir die vorliegenden
Beobachtungen sein. Eine Mutation von L15 hingegen, die in der IFNa2/IFNa6-Mutante
enthalten ist, wurde mit einer bis zu 100-fach schlechteren antiviralen Wirkung in
Verbindung gebracht [54, 247].

Darliber hinaus konnten Mutationen in der IFNAR1-Bindestelle zu einer signifikant
verbesserten antiviralen Aktivitat fihren. Womdoglich fihren Veranderungen in IFNAR1-
Bindestellen zu einer verbesserten IFNAR1-Bindung und  verstarkten
Phosphorylierungskaskaden. Fur die einzelnen Aminosauren der IFNAR1-Mutante
IFNo2-EIFK ist wenig Genaues bekannt. Es wurde jedoch berichtet, dass Y90 die
Geschwindigkeit der Bindungsdynamik zu IFNAR1 beeinflusst [50]. Eine Veranderung
von R121 zeigte in Abhangigkeit von anderen Aminosauren ambivalente Ergebnisse.
Eine Kombination mit einem Cystein an Position 86 fuhrte zu einer Verbesserung der
antiviralen Aktivitat um das Vielfache in humanen, murinen und bovinen Zellen [32, 247].
Ein Beleg fur diese Bivalenz ist ebenfalls, dass die Mutante IFNa2-PEIFKF, die alle
IFNAR1- und IFNAR2-Mutationen enthalt, fir SARS-CoV-2 eine deutlich schlechtere
antivirale Aktivitat zeigte als die Mutationen an der Bindestelle nur einer
Rezeptoruntereinheit. Die Zusammensetzung der Mutationen bzw. Aminosduren im
Gesamten scheint hier also bedeutend zu sein. Leider sind die vorhergehenden Studien
zur funktionalen Analyse der einzelnen Aminosauren bereits sehr alt und methodisch
sowie inhaltlich nicht mehr aktuell. Daher sind neue Studien dazu dringend notwendig.
Auch weitere IFNa-Subtypen kdnnten mit in die Studie aufgenommen werden, da im
Rahmen dieser Arbeit besonders IFNa5 durch starke antivirale Effekte hervorgetreten ist.
Neben den antiviralen Effekten wurden ebenfalls die zytotoxischen Eigenschaften der
Mutanten untersucht und es konnte keine erhdhte Zytotoxizitdt im Vergleich zu den
naturlich vorkommenden IFNa-Subtypen festgestellt werden.

Zusammengefasst konnte diese Arbeit zeigen, dass eine Verbesserung des antiviralen
Effekts von IFNa2 durch gezielte Mutation auf Basis der Sequenzunterschiede zwischen
IFNa-Subtypen moglich ist. Dies konnte dazu beitragen, durch Mutation verandertes
IFNo2 vergleichsweise schnell in die klinische Anwendung zu bringen und stellt eine vollig
neue Herangehensweise dar. Allerdings sind weitere Untersuchungen ndétig, um eine

Optimierung der Mutationskomposition durchzufihren.
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7 Zusammenfassungen

7.1 Zusammenfassung

IFNa-Subtypen stellen eine wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems in
der Abwehr gegen Pathogene wie Bakterien, Pilzen und Viren dar. Die Induktion von
IFNa findet nach Erkennung von hochkonservierten Strukturen der Pathogene durch
bestimmte Sensoren statt und versetzt Zellen in einen antiviralen Zustand. Dabei fuhrt
die Bindung von IFNa an dessen Rezeptor zur Expression hunderter ISGs, die Uber
zahlreiche Mechanismen direkt antiviral wirken. Bekannt ist jedoch, dass die zwolf
humanen IFNa-Subtypen abhangig von verschiedenen Virusinfektion unterschiedliche
antivirale Effekte aufweisen. Der Grund fur diese Unterschiede konnte noch nicht
vollstandig geklart werden. In dieser Arbeit wurden Typ-I-IFN-Induktion, der antivirale
Effekt der IFNa-Subtypen sowie die Modulation des antiviralen Effekts durch andere
Zytokine oder Mutation von IFNa2 fir HBV und SARS-CoV-2 untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit HBV sowohl in einer Zelllinie als auch
in Primarzellen zu keiner Induktion von Typ-I-IFN gefuhrt hat. Fir SARS-CoV-2 hingegen
konnte in Calu-3 Zellen eine spéate Typ-I-IFN-Produktion gemessen werden, die abhéngig
von der Replikationskompetenz des Virus ist.

Fir die antiviralen Effekte der IFNa-Subtypen konnten fur beide Viren signifikante
Unterschiede festgestellt werden und die IFNa-Subtypen lie3en sich jeweils in stark,
mittel und schwach antivirale Subtypen eingruppieren. In beiden Infektionen zeigte IFNa5
den starksten antiviralen Effekt, was sich von bereits publizierten Ergebnissen fir andere
Virusinfektionen wie HIV oder Influenza unterscheidet. Dies macht deutlich, dass die
Effekte der IFNa-Subtypen virusspezifisch sind. Die antiviralen Effekte korrelierten zudem
weitestgehend mit der Expression von bestimmten Schlissel-ISGs.

Im Falle von HBV konnte gezeigt werden, dass die APOBEC3-Gene nach IFNa-
Stimulation in HepaRG Zellen relativ schwach induziert wurden, wobei signifikante
Induktionen nur fur APOBE3F und APOBEC3G erzielt werden konnten. Auch hier wurden
Subtyp-spezifische Unterschiede beobachtet. Eine Veranderung der Expression durch
eine HBV-Infektion konnte nicht beobachtet werden.

Mdogliche Schlussel-Molekile fir den antiviralen Effekt gegen SARS-CoV-2 wurden in
Primarzellen mittels Transkriptom- und Proteomanalyse analysiert. Es konnten wiederum
deutliche Unterschiede zwischen den Subtypen beobachtet werden, die ein Beleg fur die

spezifischen Aktivitaten sind. Die Expressionsdaten der ISGs spiegelten im Transkriptom



Zusammenfassungen 121

die antiviralen Aktivitdten der Subtypen wider und es fanden sich 19 Gene, die durch alle
Subtypen differentiell reguliert wurden. Innerhalb dieser 19 Gene zeigte die Expression
von MX1 und OAS2 eine deutliche Korrelation mit den antiviralen Effekten. Ebendiese
beiden Gene konnten auch im Proteom als stark on-off-reguliert identifiziert werden,
wiederum in Korrelation mit den antiviralen Effekten. Zuséatzlich zeigten die
Proteomdaten, dass die Infektion mit SARS-CoV-2 zu einer verringerten Abundanz von
Mucinen fihrt, die wichtig fur den Schutz des respiratorischen Trakts sind.

Die Kombinationstherapie von IFNa2 und IFNa5 mit Remdesivir gegen SARS-CoV-2
fuhrte in Vero E6 Zellen zu einem verbesserten antiviralen Effekt auf additive Weise. Fir
ausgewdahlte Konzentrationen konnte dies auch in humanen Lungenpriméarzellen
beobachtet werden. Dies gibt Einblicke in die Moglichkeit einer neuen alternativen
Therapie.

Eine kombinierte Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-1B3, dass die
Aktivierung von STATs beginstigen soll, fuhrte im Falle der HBV-Infektion zu einem
verminderten antiviralen Effekt. Fir SARS-CoV-2 konnte die leichte Tendenz eines
verbesserten antiviralen Effekts beobachtet werden, der sich jedoch nur auf die
Stimulation von schwach antiviralen Subtypen in niedrigen Konzentrationen beschrankte.
Eine Untersuchung der ISG-Induktion zeigte von drei untersuchten ISGs lediglich eine
signifikante Erh6hung von ISG20 nach der Kostimulation mit IFNa5 oder IFNa7 und IL-
18 in Vero E6 Zellen, was auf eine gewisse Zelltyp- und ISG-Spezifizitdit des
kombinatorischen Effekts von IL-1B hindeutet.

Die Generation und Verwendung von IFNa2-Mutanten basierend auf den
Sequenzunterschieden zu IFNa6 und IFNa14 zeigte fur beide Virusinfektionen eine
Verbesserung des Effekts gegenuber IFNa2 durch IFNa2/IFNa14-Mutanten, die
Mutationen fur die Bindungsstellen an die IFNAR-Untereinheiten enthielten. Besonders
die Mutation der IFNAR1-Bindestellen fiihrte zu einem signifikant verbesserten Effekt.
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich die
Induktion von Typ-I-IFN zwischen verschiedenen Virusinfektionen unterscheidet.
Gleiches gilt auch fir die antiviralen Effekte, die Subtyp-spezifische Aktivitdten erkennen
lassen. Diese Hypothese konnte auch auf mRNA- und Protein-Ebene durch die Analyse
von Transkriptom- und Proteomdaten bestatigt werden. Aul3erdem liefert die Arbeit neue
Ansatzpunkte fir die Verbesserung des antiviralen Effekts, sei es durch Kombination mit

DAAs, anderen Zytokinen oder durch die Generation neuer IFNa2-Mutanten.
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7.2  Summary

IFNa subtypes represent an important effector cytokine of the innate immune system in
defending pathogens like bacteria, fungi or viruses. IFNa is induced upon recognition of
highly conserved structures of the pathogens by specific sensors and it triggers an
antiviral state within cells. Autocrine and paracrine binding of IFNa to its receptors results
in the expression of hundreds of ISGs, which act directly antiviral through various
mechanisms. It is known that the twelve human IFNa subtypes exhibit unique antiviral
effects during different viral infections. The exact molecular mechanisms for these
differences have not yet been elucidated so far. In this thesis, type | IFN induction, the
antiviral effect of the IFNa subtypes and the modulation of this antiviral effect by other
cytokines or mutations of IFNa2 was investigated for HBV and SARS-CoV-2.

The experiments showed that the infection with HBV led to no type I IFN induction, neither
in a cell line nor in primary cells. However, for SARS-CoV-2 a late type | IFN response
could be measured in Calu-3 cells which was dependent on viral replication.

For the antiviral effects of the IFNa subtypes, significant differences could be observed
for both infections. The different IFNa subtypes could be divided into three groups based
on their high, medium or low antiviral effect. In both infections, IFNa5 showed the
strongest antiviral effects, which differed from the results published for other viruses like
HIV or IAV. This emphasizes that the effect of the IFNa subtypes is virus-specific. For
most parts, the antiviral effects correlated with the expression of some key ISGs.

In the case of HBV, APOBEC3 gene levels were relatively low after IFNa stimulation of
differentiated HepaRG cells. Significant induction could only be observed for APOBEC3F
and APOBEC3G. Again, subtype-specific differences were observed. Changes in the
expression could not be measured during an established HBV infection.

Possible key molecules for the antiviral effect against SARS-CoV-2 were examined in
primary cells by transcriptomics and proteomics analysis. Once more, clear differences
among the subtypes could be observed, which might explain their specific antiviral
activities. The ISG expression data reflected the antiviral activities of the subtypes in the
transcriptome. There were 19 genes, which were differentially regulated by all subtypes.
Within this set of genes, the expression of MX1 and OAS2 showed an obvious correlation
with their antiviral effects. Both genes could also be identified as strongly on-off regulated
proteins in the proteomic analysis, once again in correlation with their antiviral effects.
Further, the protein data revealed that the infection with SARS-CoV-2 led to a reduced
abundance of mucins, which are important for the protection of the respiratory tract.
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Combination therapy of IFNa2 or IFNa5 with remdesivir against SARS-CoV-2 in Vero E6
cells led to an increased antiviral effect in an additive manner. For selected
concentrations, this could also be validated in human primary lung cells. This might
contribute to new insight for alternative therapies.

A combined stimulation with the pro-inflammatory cytokine IL-13, which was reported to
increase STAT activation, led to the reduction of the antiviral effect of IFNa subtypes in
the case of HBV. For SARS-CoV-2, there was a slight tendency that IL-13 might increase
the antiviral effect. However, this was limited to the low antiviral subtypes in low
concentrations. An analysis of the ISG induction revealed that out of three examined
ISGs, there was only a significantly increased induction observed for ISG20 after co-
stimulation of IFNa5 or IFNa7 with IL-18 in Vero EG6 cells. This might point at a certain
cell- and/or 1ISG-specificity of the combinatory effect of IL-13.

The generation and stimulation with IFNa2 mutants based on the amino acid differences
with IFNa6 and IFNal4 showed an increased antiviral activity compared to IFNa2 by
IFNa2/IFNal4 mutants, which contained mutations for the IFNAR binding sites.
Especially, mutations of the IFNAR1 binding site led to significantly increased effects.

In summary, it was shown in this thesis that the induction of type | IFNs differs between
different virus infections. Same applies to the antiviral effects, which elucidate subtype-
specific activities and a clear separation of IFNa subtypes in groups with high, medium
and low antiviral activity. This hypothesis could also be confirmed on mRNA and protein
levels by transcriptomics and proteomics. Further, this thesis points at new central
aspects for the enhancement of the antiviral effects, which might be combination with
DAAs, combination with other cytokines or by generation of new IFNa2 mutants.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis
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death Effector Domain Containing
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double-Membrane Vesicle

epidermal growth factor receptor
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ER Endoplasmatisches Retikulum

ERGIC endoplasmic-reticulum—Golgi intermediate compartment
F

fw forward
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hAE human airway epithelial
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IgG Immunglobulin G
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single-stranded
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UTR
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